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RÉSUMÉ
L’intestin grêle est le site majeur de digestion et d’absorption des nutriments. Sa
muqueuse représente une barrière efficace aux macromolécules. Cependant, des
évidences croissantes indiquent la capacité de certaines macromolécules à franchir
cette muqueuse et à parvenir au sang. Les voies intestinales par lesquelles ce
transfert s’ effectue restent à être caractérisées. Ce travail révèle une voie permettant
le transfert de l’amylase et de la lipase pancréatiques de la lumière intestinale à la
circulation. Ces enzymes sont présentes en plus fortes concentrations dans la
muqueuse intestinale et dans le sang de rats nourris par rapport aux rats à jeun. Sous
stimulation de la sécrétion pancréatique par le carbachol, non seulement les
concentrations sanguines des enzymes augmentent mais des évidences
d’ intemalisations duodénales sont constatées. Des expériences complémentaires ont
été effectuées avec des enzymes étiquetées au FITC. Après insertion des complexes
amylase-FITC ou lipase-FITC dans la lumière intestinale de rats à jeun, les activités
sériques des enzymes augmentent avec le temps. Les techniques de fluorescence et
d’immunoperoxidase révèlent le cheminement des enzymes de la lumière intestinale
à travers la muqueuse alors que les techniques immunocytochimiques à l’or colloïdal
dévoilent la voie cellulaire permettant le transfert des enzymes au travers des
entérocytes. De la lumière intestinale, les enzymes sont intemalisées par les
compartiments endosomaux, transférées à l’appareil de Golgi et à la membrane
basolatérale. Une fois dans l’espace interstitiel, elles atteignent la circulation. Ainsi,
la transcytose à travers la muqueuse intestinale représente une voie d’accès de la
lumière intestinale à la circulation sanguine.
‘T’
MOTS CLÉ: Enzymes pancréatiques, muqueuse intestinale, immunocytochimie,
activités enzymatiques, transcytose.
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ABSTRACT
The small intestine is the major site of nutriment digestion and absorption. Its
mucosa is considered as a fine barrier to macromolecules present in the intestinal
lumen. A growing set of evidence indicates that macromolecules can cross the
intestinal mucosa to reach the blood. However, the pathways responsible for this
transfer remain to be established. We herein report the transfer of amylase and lipase
ftom the intestinal lumen to the blood circulation. Higher concentrations of both
pancreatic enzymes were found in the intestinal mucosa and in blood of fed rats
when compared to fasted ones. Upon carbachol stimulation of pancreatic secretion,
flot only enzymes concentrations in bÏood rose but evidence for intemalization by
duodenal enterocytes was obtained. Additional experiments were carried out with
fluorochrome (FITC) tagged amylase and lipase. Afier duodenal insertion of
enzyme-fITC complexes into the duodenal lumen of fasting rats, serum activities for
corresponding enzymes clearly increased with time. Immunofluorescence and
immunoperoxidase established the internalization of both proteins by the intestinal
mucosa and immunogoÏd techniques underlined the pathway taken by both proteins
across the enterocytes. from the intestinal lumen the enzymes are channelled
through the endosomal compartment, to the Golgi apparatus and to the basolateral
membrane reaching the interstitial space and blood circulation. Thus, transcytosis of
amylase and lipase through the intestinal mucosa represents one access route from
the intestinal lumen to the blood circulation.
KEYw0RDS: Pancreatic enzymes, intestinal mucosa, transcytosis,
immunocytochemistry, enzymes blood activities
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1INTRODUCTION
1. Amylase et lipase pancréatiques
L’u-amylase est une enzyme dont la fonction est d’hydrolyser les liens
cL—1,4 présents dans diverses sources de carbohydrates afin de libérer le D-glucose,
une source d’énergie utilisable par l’organisme (MacDonald et ai, 1980, Ferey-Roux
et ai, 199$, Rydberg et ai, 1999). L’Œ-amylase est produite par différents organes,
principalement par le pancréas et les glandes salivaires, mais aussi par les glandes
mammaires, lacrymales et par le foie (MacDonald et ai, 1980, Ferey-Roux et ai,
1998). Le pancréas ainsi que la glande parotide (une des glandes salivaires)
constituent les principales sources d’cL-amylase sécrétée par voie exocrine dans le
système digestif (MacDonald et ai, 1980). L’a-amylase produite par ces différents
organes provient de l’expression de deux gènes distincts, l’amy] et l’amy2
(Yokouchi et ai, 1990, Darnis et ai. 1999). Alors que le gène an7y] codant pour l’Œ
amylase salivaire, mammaire, lacrymale et hépatique est exprimé dans ces
différentes glandes, le gène amy2 codant pour l’Œ-amylase pancréatique est exprimé
seulement dans le pancréas (Yokouchi et ai, 1990, Ferey-Roux et ai, 199$, Hokari et
ai, 2003). Pour cette raison, il est possible d’identifier par analyses immunologiques
la présence de l’amylase pancréatique dans divers tissus en évitant de confondre
cette dernière avec l’a-amylase provenant des autres tissus (MacDonald et ai, 1980,
Young et ai, 1996).
La triglycéride lipase pancréatique aussi nommée la lipase-colipase
dépendante est une enzyme pancréatique sécrétée de manière exocrine par les
2cellules acineuses du pancréas (Lowe, 1997, Marcil et ai, 2004). Les cellules du
pancréas exocrine sécrètent en fait plusieurs lipases distinctes: la triglycéride lipase,
la phospholipase et la lipase dépendante des sels biliaires (BSDL). Ces différentes
lipases possèdent des fonctions chevauchantes permettant une digestion efficace des
lipides alimentaires. Seule, la triglycéride lipase assure l’hydrolyse des liens ester de
70 à 75% des triglycérides et des diacylglycérols dans le tube digestif (Lowe, 1997,
Marcil et ai, 2004). Ainsi une déficience de cette enzyme résulte en une
malabsorption du gras alimentaire (Lowe, 1997, 2002).
Outre ces lipases chargées de la digestion des lipides de la diète, le corps
produit aussi la lipase hépatique et la lipoprotéine lipase. Ces dernières, présentes
dans la circulation sanguine, démontrent une grande similarité avec la triglycéride
lipase au niveau de la structure tridimensionnelle tout en étant dissociables une de
l’autre par analyses immunologiques (Tietz et Shuey. 1993).
j2. Production, stockage et sécrétion de l’amylase et de la lipase par le pancréas
exocrine
Le pancréas est un organe hétérogène possédant des composantes endocrines
et exocrines (Bockman. 1993). Le pancréas endocrine est constitué de cellules
sécrétant des hormones qui sont dispersées dans le tissu exocrine pour former les
flots de Langerhans (Korc, 1993). Les flots de Langerhans sont des structures
complexes formées de différents types de cellules endocrines et de cellules
nerveuses qui possèdent un apport riche en vaisseaux sanguins (Korc, 1993). Les
différentes cellules endocrines sont les cellules Œ qui sécrètent le glucagon, les
cellules A qui sécrètent la somatostatine et les cellules 13 qui sécrètent l’insuline
(Like et Orci, 1972). Les composantes structurales principales du pancréas exocrine
sont les unités acinaires et le système ductal (Kem, 1993). Le système ductal est
responsable de la sécrétion de bicarbonate, d’ions et de fluide ainsi que de
l’acheminement du jus pancréatique à la lumière duodénale (Harperr et Scratcherd.
1979, Schulz, 1981, Argent et ai, 1992). Les unités de sécrétions enzymatiques,
nommées les acini, sont composées de cellules épithéliales organisées autour d’une
lumière acineuse commune (Kem, 1993, Murtaugh et Melton, 2003). Les cellules
acineuses du pancréas sont les cellules responsables de la synthèse, du stockage et de
la libération sous commandes des enzymes digestives (Kem, 1993, Wasle et
Edwardson, 2002, Murtaugh et Melton, 2003, Gingras et Bendayan, 2005). Elles
représentent plus de 95 % du tissu pancréatique (Murtaugh et Melton, 2003). Les
cellules acineuses sont des cellules polarisées possédant une grande surface
basolatérale qui occupe environ 90% de la surface totale de la cellule (Wasle et
4Edwardson, 2002). Les enzymes pancréatiques sont synthétisées au niveau du
réticulum endoplasmique rugueux sous forme de pro-enzymes; en effet, elles
possèdent un signal peptidique en N-terminal qui permet leur transiocation à
l’intérieur de la citerne du réticulum endoplasmique rugueux et ainsi les destine à la
sécrétion (Jamieson et Palade, 1967, Delvillers-Thiery et aÏ, 1975). Elles sont
déplacées vers l’appareil de Golgi où elles subissent certaines modifications dont des
glycosilations et sulfonations et sont par la suite emmagasinées dans des vacuoles de
condensation (Jamieson et Palade, 1977, Palade 1975, Farquhar, 1985). L’amylase et
la lipase pancréatiques possèdent des sites susceptibles d’être glycosilés au niveau
de l’appareil de Golgi (Tietz et Shuey, 1993, Doyon et ai, 2002). Suite à la
maturation des vésicules impliquant l’augmentation de la concentration des
zymogènes et la réduction de la surface membranaire des vacuoles, les grains de
zymogènes matures sont dirigés vers la membrane apicale où ils demeurent en
réserve jusqu’à la stimulation de la sécrétion (Jamieson et Palade, 1977, Palade,
1975). La sécrétion pancréatique est provoquée par l’action de sécrétagogues sur la
cellule acineuse (Chey, 1993, Wasle et Edwardson, 2002). La cholécystokinine, la
sécrétine et la gastrine représentent quelques sécrétagogues qui, en interagissant
avec leurs récepteurs situés sur la membrane basolatérale, génèrent des seconds
messagers dans la cellule (Slack, 1995, Wasle et Edwardson, 2002, Gaisano et ai,
2004). La présence de ces seconds messagers dans la cellule est responsable de
l’activation de l’exocytose à la membrane apicale via l’activation des SNAREs à
cette membrane et ainsi du déversement du contenu des grains de zymogènes dans la
lumière acineuse (Gaisano et aÏ, 2004). De la lumière acineuse, les enzymes
5digestives parviennent à de petits canaux formés par les cellules ductales (Kodoma,
1983, Kem, 1993, Gaisano et aÏ, 2004). Ces canaux viennent par la suite à
confluence pour former le canal pancréatique principal qui déverse son contenu dans
la lumière duodénale au niveau des papilles duodénales majeures et mineures
(Kodoma, 1983).
63. Présence de l’amylase et de la lipase pancréatiques dans la circulation
sanguÏne
Outre la présence de l’amylase et de la lipase dans la lumière duodénale
clairement indispensable à la digestion et à l’absorption des nutriments, l’Œ-amylase
pancréatique et la triglycéride lipase pancréatique sont aussi naturellement dans la
circulation sanguine (Rothman et Grendell, 1983, Isenman et ai, 1999). La présence
de ces enzymes dans le sang est bien documentée au niveau de diverses pathologies
(Loft et Carne, 1991, Isenman et ai, 1999). En effet, la présence de l’Œ-amylase
sanguine est utilisée comme outil diagnostique en pathologie depuis plus de 50 ans
(Janowitz et Dreiling, 1959).
L’un des meilleurs exemples est celui de la pancréatite aigue. Elle est
diagnostiquée par des taux circulants élevés et fortement fluctuants de l’amylase et
de la lipase pancréatiques (Loft et Carne, 1991, Isenman et ai, 1999, Gaisano et aï,
2004). Les événements cellulaires initiaux associés à la pancréatite sont une
régulation anormale de la production, de la maturation et de la sécrétion des
zymogènes (Gaisano, 2000). Ces altérations permettent l’accumulation et
l’activation des protéases et des phospholipases faisant partie des zymogènes (Steer,
1993, Gaisano, 2000). Ainsi, l’accumulation et l’activation de ces protéines, à la
fois dans les vésicules cytoplasmiques et dans l’espace interstitiel, engendrent un
dommage cellulaire et la propagation de ce dernier dans le tissu (Steer, 1993,
Gaisano, 2000). L’inflammation et la nécrose du pancréas aboutissant au
déversement du contenu des cellules acineuses dans la circulation expliquent les
7taux sanguins élevés des enzymes pancréatiques lors du développement de la
pancréatite (Papp et aÏ, 1971, Gaisano, 2000, Takacs et aÏ, 2001).
Un autre exemple de pathologie affectant les taux circulants de l’amylase et
de la lipase pancréatiques est le diabète (Bendayan et Levy, 1988, Semakula et aï,
1996). Une déficience en insuline présente dans les cas de diabètes insulino
dépendants est accompagnée d’anormalités au niveau du pancréas exocrine (Lee et
ai, 1995). En effet, en conditions normales, l’insuline exerce une régulation sur
l’expression de certains gènes dans les cellules acineuses du pancréas exocrine
(Bendayan et Gregoire, 1987, Bendayan et Levy, 1988, Mon et ai, 2003). Cette
régulation par l’insuline s’observe au niveau même du tissu en comparant
l’expression de ces gènes dans les cellules acineuses des régions éloignées et en
périphérie des flots de Langerhans (Bendayan et Gregoire, 1987). Ainsi la sécrétion
des cellules acineuses en périphérie des flots semble être plus étroitement contrôlée
par un effet paracrine de l’insuline (Gregoire et Bendayan, 1987, Bertelli et
Bendayan, 2005). Chez les patients atteints du diabète insulino-dépendant, la
production d’amylase diminue (Williams et Goldfine, 1993) alors que celle de la
lipase augmente en réponse à la diminution du niveau d’insuline. Ce phénomène est
également observable chez les rats dont le diabète est induit par l’alloxane (Mon et
ai, 2003) ou la streptozotocine (Gregoire et Bendayan, 1986, Bendayan et Gregoire,
1987, Bendayan et Levy, 1988, Mon et ai, 2003). Cette modification de l’expression
génétique des deux enzymes est accompagnée d’une modification parallèle des taux
sanguins de l’amylase (Mon et ai, 2003) et de la lipase (Lee et aÏ, 1995) sans être le
résultat apparent d’une nécrose ou d’une inflammation du pancréas exocrine.
$La présence d’activités amylasiques et lipasiques dans le sang fut longtemps
attribuée aux autres sources de ces enzymes tel que le foie. Or, plusieurs travaux
suggèrent que la lipase pancréatique représente 99% de l’activité enzymatique
sanguine (Apple et Preese, 1992, Tietz et $huey, 1993). Un article paru en 1996
rapporte que l’amylase sérique, chez les individus normaux, est d’origine
pancréatique à 40% et d’origine salivaire à 60% (Semakula et aÏ, 1996). Ces auteurs
montrent que la diminution de l’activité de I’ amylase sérique au cours du diabète est
exclusivement due à une diminution de l’activité de l’amylase pancréatique alors
que l’activité de l’amylase salivaire demeure constante (Semakula et aÏ, 1996).
La présence normale de ces enzymes digestives dans le sang fut longtemps
considérée comme l’expression d’une “pathologie minimale”, une apparition
accidentelle due à la détérioration des cellules acineuses ou d’une fuite du canal
pancréatique (Rothman et Grendell, 1983). De nos jours, elle est considérée chose
normale et non accidentelle bien que toutes significations fonctionnelles de leur
présence dans le sang demeurent encore très controversées (Rohr et Scheele, 1983,
Rothman et Grendell, 1983).
Plusieurs théories ont été avancées pour expliquer la présence des enzymes
pancréatiques dans la circulation sanguine (Miyasaka et Rothman, 1982). Une
première théorie, particulièrement populaire, propose l’existence d’une faible
sécrétion endocrine constitutive des cellules exocrines du pancréas (Miyasaka et
Rothman, 1982). Une seconde théorie propose une fuite du canal pancréatique
permettant aux enzymes digestives de rejoindre la circulation sanguine (Isenman et
ai, 1999). Une dernière théorie avance l’idée d’une absorption duodénale des
9enzymes pancréatiques (Isenman et ai, 1999). Diverses données scientifiques
appuient l’existence de l’une ou de l’autre de ces voies permettant aux enzymes
pancréatiques d’atteindre la circulation sanguine. Aucune d’elles ne démontre
véritablement de façon directe, in vivo et sous conditions normales l’existence de
l’une de ces voies.
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4. Sécrétion endocrine du pancréas exocrine
La théorie de la sécrétion endocrine du pancréas exocrine va à l’encontre de
la doctrine classique qui conçoit l’existence de deux types de glandes distinctes;
d’une part des glandes exocrines qui sécrètent leurs produits dans l’environnement
extérieur et d’autre part des glandes endocrines sécrétant leurs produits dans le fluide
interstitiel, permettant ainsi aux produits de sécrétion d’atteindre la circulation
sanguine.
La théorie de la sécrétion endocrine du pancréas exocrine suppose que la
glande exocrine du pancréas soit en réalité un organe duacrine capable de sécréter à
la fois dans l’environnement extérieur et dans la circulation sanguine (Isenman et ai,
1999). Ceci suggère que dans les cellules acineuses il existe une sécrétion
prédominante au niveau apical qui vient de la fusion des grains de zymogènes avec
cette membrane ainsi qu’une certaine sécrétion au niveau basolatéral de ces cellules
(Tietz et Sliuey, 1993, Isenrnan et aÏ, 1999). L’existence de cette glande duacrine
suscite toujours une grande controverse et reste aussi équivoque et ambigu que
lorsque le concept fit initialement son apparition (Isenman et ai, 1999, Gaisano et ai,
2001).
La théorie de la sécrétion endocrine du pancréas exocrine a permis
d’expliquer des observations datant des années 30 et 60 sur la variation sanguine de
l’activité des enzymes pancréatiques. Ainsi dans les années 30, des chercheurs ont
observé une augmentation du taux sanguin de l’amylase lors de la stimulation du
pancréas par des agents agonistes cholinergiques (Antopol et aÏ, 1934, Schiffin et ai,
1936, Tuchman et ai, 1936). Or, quelques années plus tard, il a aussi été montré que
11
le taux sanguin d’amylase chez le rat double lorsque celui-ci est nourri, période où la
sécrétion du pancréas est stimulée via des agents cholinergiques endogènes
(Schneyer et Sclmeyer, 1960, Isenman et aÏ, 1999). Ces premières observations ont
été expliquées par une fonction duacrine des cellules acineuses bien qu’elles ne
prouvent en rien l’existence d’une sécrétion endocrine par le pancréas exocrine
(Isenman et aÏ, 1999).
Publiée en septembre 1977, une étude de Isenman et Rothman effectuée sur
un pancréas intact de lapin maintenu en culture démontre une sécrétion basolatérale
de l’amylase (Isenman et Rothman, 1977). Ce modèle in vitro permet de récupérer
de manières indépendantes les sécrétions acineuses d’amylase au niveau basolatéral
(milieu de culture) et au niveau apical (canal pancréatique). Lors de la mise en
culture de l’organe ou lorsque le milieu de culture est renouvelé, une sécrétion de
l’amylase est observée au niveau basolatéral et est largement supérieure à la
sécrétion apicale des cellules acineuses jusqu’à l’obtention d’un état d’équilibre
(Isenman et Rothman, 1977). D’autre part, les auteurs démontrent que lors de l’ajout
de l’acétyl-f3-méthylcholine, un stimulant cholinergique, la sécrétion apicale ainsi
que la sécrétion basolatérale sont augmentées (Isenman et Rothman, 1977). Des
expériences complémentaires chez le rat ont démontré in vitro (Saito et Kanno,
1973, Miyasaka et Rothman, 1921) et in vivo (Papp et aÏ, 1981) qu’après stimulation
par la cholécystokine-pancréozymine, une hormone gastro-intestinale, il s’ensuit une
augmentation d’une sécrétion pancréatique aussi bien apicale que basolatérale.
Bien que ces observations suggèrent la présence d’une sécrétion endocrine
du pancréas exocrine, la controverse subsiste. Ces observations de Isenman et
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Rothman s’opposent aux résultats obtenus par des études effectuées sur des coupes
de pancréas ou sur des cellules pancréatiques isolées. En effet, ces études révèlent
l’existence d’un seul type de sécrétion vers le côté apical en conditions de
stimulation de la sécrétion (Jamieson et Palade, 1971, Bendayan et ai, 1985, Scheele
et ai, 1987).
De manière générale, l’utilisation de sécrétagogues pour démontrer une
sécrétion basolatérale est questionée. Des études montrent que ces drogues
engendrent des modifications morphologiques et fonctionnelles importantes des
cellules acineuses (Adier et aÏ, 1983, Scheele et ai, 1987, Gaisano et aÏ, 2001).
En 1983, Adler et ai, démontrent qu’une stimulation supramaximale par le
carbachol, un stimulant cholinergique, est associée à une sécrétion basolatérale
(Adler et aÏ, 1983). Cette stimulation au-delà des doses dites physiologiquement
maximales induit des changements morphologiques et métaboliques tels que la
présence d’amas de substances granulaires dans les vacuoles de sécrétion, des
phagolysosomes avec des vestiges d’organelles et des signes d’une activité
lysosomale accrue (Adler et aÏ, 1983). Suite à ces observations, il est accepté que la
réponse à la stimulation pancréatique par les sécrétagogues est biphasique (Adier et
aÏ, 1983, Scheele et ai, 1987). La première phase, sous stimulation sousmaximale à
maximale par les sécrétagogues, est caractérisée par la sécrétion apicale des cellules
acineuses et une lumière acineuse remplie de produits de sécrétion (Scheele et ai,
1987). La seconde phase, sous stimulation supramaximale par les sécrétagogues, est
une sécrétion basolatérale des enzymes pancréatiques (Scheele et ai, 1987). Dans
cette étude, Scheele et ai, démontrent que la stimulation supramaximale est
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accompagnée d’une contraction de la lumière acineuse 10 à 15 minutes après
stimulation, d’une inhibition de l’activité exocrine au niveau apical et de l’apparition
d’exocytose des grains de zymogène à la membrane basolatérale (Scheele et ai,
1987).
En 2001 et 2004, des études révèlent les événements moléculaires qui
prennent place lors de l’infusion de doses supramaximales de cholécystokinine
(Gaisano et ai, 2001, 2004). Elles démontrent qu’une sécrétion basolatérale des
enzymes digestives est associée au déplacement de Munc 1 8c de la membrane
basolatérale vers le cytosol (Gaisano et aÏ, 2001, 2004). Muncl8c est une protéine
impliquée dans l’inhibition de la fonction des SNAREs au niveau de la membrane
basolatérale des cellules acineuses (Gaisano et ai, 2001, 2004). Ce déplacement de
Munci $c permet donc d’activer le mécanisme des SNAREs au niveau de la
membrane basolatérale et ainsi permettre la sécrétion des grains de zymogènes au
niveau de cette membrane (Gaisano et ai, 2001, 2004). Les auteurs soulignent que
les changements morphologiques observés lors de stimulations supramaximales sont
identiques aux changements observés dans les modèles de pancréatites (Gaisano et
ai, 2001, 2004).
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5. Fuite du canal pancréatique
La fuite du canal pancréatique a été suggérée comme route d’accès des
enzymes pancréatiques à la circulation sanguine. Ce phénomène n’a été que très peu
étudié en conditions normales et demeure au stade d’hypothèse. La littérature
contient plusieurs données sur la fuite du canal pancréatique lors de pathologies du
pancréas (Arendt et ai, 1996, Lau et ai, 2001). De manière normale, le canal
pancréatique est imperméable aux macromolécules et prévient ainsi le passage des
enzymes pancréatiques dans l’espace interstitiel (Arendt et aÏ, 1996). Des
expériences ont démontré que des perfusions de jus pancréatique activé ou non à
basses pressions, dites physiologiques, ne provoquent ni modifications
morphologiques, ni modifications de l’intégrité des cellules en bordure du canal
(Arendt et aÏ, 1996). Des perfusions à hautes pressions sont associées à une
modification morphologique des cellules épithéliales sans cependant résulter en une
perte d’intégrité. Ceci suggère que des perfusions, même à hautes pressions, ne
permettent pas la fuite des enzymes présentes dans le canal pancréatique (Arendt et
ai, 1996).
Des études effectuées chez des patients ont établi qu’un déversement du
canal pancréatique est, dans la majeure partie des cas, associé à une pancréatite
sévère avec une nécrose du tissu (Lau et ai, 2001). Ces observations suggèrent donc
que la fuite du canal pancréatique est largement associée à des états pathologiques
avancés et par le fait même ne constitue pas une route d’accès naturelle permettant
aux enzymes digestives d’atteindre le sang (Arendt et ai, 1996, Lau et aÏ, 2001).
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La fuite du canal pancréatique, tout comme la sécrétion du pancréas, a été
étudiée sous l’effet de sécrétagogues. Des expériences utilisant une culture de
cellules dérivées d’un adénocarcinome du canal pancréatique, les cellules CAPAN
1, ont montré l’effet de la sécrétine sur la perméabilité du canal pancréatique aux
macromolécules (Rotoli et ai, 2000). Lors d’une stimulation basolatérale par ce
sécrétagogue, il y a augmentation de la perméabilité de la barrière à certaines
macromolécules (Rotoli et aÏ, 2000). Selon les auteurs, cette augmentation de la
perméabilité est associée à des régulations pathophysiologiques des jonctions serrées
qui lient les cellules de l’épithélium entre elles (Rotoli et ai, 2000). Ainsi,
l’hypothèse d’une fuite du canal pancréatique permettant aux enzymes digestives
d’atteindre la circulation est peu probable en condition physiologique normale.
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6. Absorption duodénale de macromolécules
A. Absorption duodénale d’enzymes digestives
L’absorption duodénale d’enzymes digestives est un phénomène décrit
depuis les années 60 (Kabacoif et ai, 1963, Avakian, 1964, Moriya et ai, 1967, Papp
et ai, 1977). La chymotrypsine est l’une des premières enzymes digestives
documentées comme étant absorbées par la muqueuse intestinale (Kabacoff et ai,
1963, Avakian, 1964, Moriya et ai, 1967). Des études conduites chez le lapin
(Kabacoff et ai, 1963) et chez l’homme (Avakian, 1964) ont démontré que, suite à
une administration soit intraduodénale ou orale de chymotrypsine, il y a
augmentation de son activité enzymatique dans la circulation sanguine. De plus, des
études effectuées chez le rat ont détecté le passage de chymotrypsine radioactive
dans le sang après administration intraduodénale de l’enzyme (Moriya et ai, 1967).
L’importance de ce passage à travers la muqueuse intestinale est mise en évidence
chez le lapin où l’activité sanguine de la chymotrypsine suite à son administration
intraintestinale est comparable à celle obtenue lors d’une injection intramusculaire
(Kabacoff et ai, 1963). En 1977, des expériences similaires sur la lipase
pancréatique ont été menées chez le chien (Papp et ai, 1977). Dans ces expériences,
la sécrétion pancréatique est stimulée à l’aide de la sécrétine et de la cholécystokine
pancréozymine (Papp et aÏ, 1977). Cette stimulation permet l’accumulation du jus
pancréatique dans le canal, l’accroissement du déversement du jus pancréatique du
canal dans la lumière intestinale et donc permet à la lipase pancréatique de se
retrouver au niveau de la lumière duodénale en grande quantité (Papp et ai, 1977).
Suite à l’apparition de cette lipase dans la lumière duodénale une augmentation de
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l’activité de la lipase pancréatique dans le sang s’ensuit (Papp et ai, 1977). Comme
mentionné plutôt, l’utilisation de sécrétagogues pour stimuler la sécrétion
pancréatique peut être accompagnée d’une sécrétion basolatérale des cellules
acineuses et donc d’une augmentation des taux sanguins des enzymes pancréatiques.
Pour éviter cette interprétation de l’augmentation de la lipase pancréatique dans le
sang, les auteurs évaluent non seulement l’activité sanguine de l’enzyme mais aussi
son activité au niveau de la lymphe duodénale (Papp et ai, 1977). L’augmentation de
l’activité au niveau de la lymphe duodénale vient appuyer l’idée du passage via la
muqueuse duodénale (Papp et ai, 1977).
Bien qu’aucune de ces expériences ne démontre de façon directe la voie
empruntée par ces protéines au niveau de la muqueuse intestinale pour parvenir à la
circulation sanguine, la publication de ces divers articles amène la notion que
l’absorption des enzymes digestives par la muqueuse intestinale est chose possible,
ce qui expliquerait la présence de ces enzymes dans le sang.
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B. Voies cellulaires permettant l’absorption duodénale de
macromolécules
La littérature décrit différentes voies possibles d’intemalisation de protéines
par la muqueuse intestinale. Les deux voies principales sont les voies paracellulaires
et transcellulaires (Figure 1) (Verhoef et ai, 1990, Artursson, 1991, $mith et aï,
1992, Wang, 1996, Sood et Panchagnula, 2001). La voie paracellulaire consiste en
un passage des macromolécules entre les cellules épithéliales de la muqueuse
intestinale. La voie transcellulaire, ou un passage au travers des cellules absorbantes,
est subdivisée en différentes voies alternatives (Smith et ai, 1992) impliquant
différents mécanismes de transcytose cellulaire:
- diffusion passive (Wang, 1996, Sood et Panchagnula, 2001),
- transporteur dépendant (Wang, 1996, Sood et Panchagnula, 2001),
- endocytose ou pinocytose non spécifique (Weiner, 1988, Wang, 1996),
- endocytose spécifique.
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FIGURE 1: Voies cellulaires de l’absorption duodénale. 1, la voie paracellulaire implique
le passage entre les entérocytes qui bordent la lumière duodénale. Elle implique donc le
passage des macromolécules au travers les jonctions serrées. 2, les voies
transcellulaires. 2a, la diffusion passive est le passage des macromolécules à travers Ta
membrane apicale et un passage vers la membrane basolatérale. 2b, l’internalisation
transporteur-dépendante implique l’interaction avec un transporteur de la membrane
apicale et un transport des macromolécules vers l’intérieur de la cellule suivit d’un
passage vers la membrane basolatérale. 2c, à gauche, la pinocytose, présente une
structure canaliculaire. À droite, l’endocytose non-spécifique. Tous deux permettent
l’internalisation non-spécifique des macromolécules et le transport vésiculaire vers la
membrane basolatérale. 2d, l’endocytose spécifique implique un récepteur qui
reconnaît la macromolécule, et qui permet son internalisation dans les vésicules et son
passage à la membrane basolatérale. Les signes d’interrogation indiqués f?) soulèvent
la question de l’intervention et de la fonction de l’appareil de Golgi dans l’internalisation
des macromolécules.
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La muqueuse intestinale est constituée d’une monocouche de cellules
épithéliales supportées par la lamina propria et par la muscularis mucosae (Wang,
1996, $ood et Panchagnula, 2001). On distingue trois types de jonctions entre les
cellules épithéliales: les jonctions serrées, les desmosomes (Figure 2) et les gap
jonctions (non illustrées) (Sood et Panchagnula, 2001).
Les jonctions serrées permettent de différencier le pôle apical du pôle
basolatéral et constituent une barrière très efficace au passage des macromolécules
entre ces cellules (Moog, 1981, Madara, 1987, Swenson et Curatolo, 1992, Sood et
Panchagnula, 2001). Certaines pathologies ou drogues affectant l’intégrité de ces
jonctions permettent le passage de macromolécules ($wenson et Curatolo, 1992,
Sood et Panchagnula, 2001). Ainsi on observe des variations de la perméabilité
intestinale chez les individus atteints d’arthrite rhumatoïde, d’intolérances ou
d’allergies alimentaires, de maladies infectieuses ainsi que chez les individus faisant
l’usage de drogues anti-inflammatoires (Dagci et aÏ, 2002).
En conditions normales, en raison de l’étanchéité que procurent les jonctions
serrées, la voie transcellulaire est la voie la plus probable pour le passage des
macromolécules.
La diffusion passive des macromolécules à travers la membrane apicale est
peu vraisemblable. Cette membrane constitue une barrière physique efficace entre la
lumière intestinale et l’intérieur de la cellule ($wenson et Curatolo, 1992).
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FIGURE 2: Muqueuse intestinale de rat.
Cette figure montre des cellules
entérocytaires polarisées avec une
bordure en brosse formée des
microvillilosités (mv). Cette figure montre
deux types de jonctions entre les cellules.
Les jonctions serrées as) permettent la
séparation de la portion apicale et de la
portion basolatérale de la cellule. Les
desmosomes (U) permettent l’attachement
cellulaire, ils permettent le rapprochement
de membrane basolatérale (mbl) de
cellules adjacentes et l’interaction du
cytosquelette de ces cellules. Lumière
intestinale (L), mitochondrie (M).
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Le transport de macromolécules via des transporteurs est aussi peu probable.
Cette voie a été identifiée dans le transport de di- et tripeptides ainsi que de 13-lactam
et donc dans le transport de petites molécules (Smith et aÏ, 1992). La transcytose via
des transporteurs reste peu vraisemblable dans le cas de macromolécules puisque les
transporteurs doivent lier ces dernières mais surtout les transposer au niveau
intracellulaire.
L’endocytose non-spécifique consiste en une endocytose du milieu extérieur
et permet l’absorption des protéines environnant la membrane au moment de
l’événement (Wang, 1996). L’endocytose spécifique permet de son côté
l’intemalisation de protéines suite à leur association avec des composantes
membranaires telles que les récepteurs (Wang, 1996). Une fois dans les
compartiments endosomaux, les protéines sont dirigées vers la membrane
basolatérale en effectuant ou non un passage par l’appareil de Golgi.
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C. Évidences directes d’absorption de macromolécules par la muqueuse
intestinale
L’une des premières évidences directes de l’absorption de macromolécules
par la muqueuse intestinale date de 1966 (Bockman et Winbom, 1966). Des
expériences ont démontré que la fenitine est absorbée par la muqueuse intestinale
via une voie endocytotique chez le hamster (Bockman et Winbom, 1966). Des
images en microscopie électronique révèlent l’enzyme dans des invaginations de la
membrane apicale, au niveau des compartiments multivésiculaires et de l’appareil de
Golgi (Bockman et Winbom, 1966). Cette étude démontre aussi une absorption
accrue de la ferritine chez l’animal immunisé contre cette protéine (Bockman et
Winbom, 1966). Ces expériences ont été répétées au niveau du côlon chez le rat, la
souris et le cochon d’Inde par Barbour et Hopwood en 1983. Ces auteurs ajoutent
que la ferritine est intemalisée via des vésicules mantelées ou non (Barbour et
Hopwood, 1983). L’intemalisation via les vésicules mantelées suggère une
intemalisation par endocytose spécifique et donc l’implication d’un récepteur
(Barbour et Hopwood, 1983).
D’autres études ont démontré que la peroxidase de raifort (HRP) est aussi
intemalisée via une voie endocytaire (Corne!! et ai, 1971). En microscopie
électronique, l’enzyme est perçue au niveau apical des cellules entérocytaires dans
des structures canaliculaires, dans des vésicules et structures vacuolaires pour
ensuite être observée dans le milieu extracellulaire, le sang et la lymphe (Cornell et
al 1971). L’internalisation de la HRP se fait donc via une pinocytose qui lui permet
d’atteindre la circulation sanguine (Corneil et al 1971). Contrairement aux études
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sur la ferritine, son absorption est réduite suite à l’immunisation (Walker et aï,
1972).
En 1987, les premières évidences in situ proposant une absorption de
l’insuline par la muqueuse intestinale ont émergé, menant dans les années 90, à une
démonstration directe de ce phénomène (Ziv et ai, 1987, Bendayan et ai, 1990,
1994). Dans ces derniers articles, l’insuline est identifiée au niveau des
compartiments endosomaux, de l’appareil de Golgi et des interdigitations de la
membrane basolatérale des cellules du duodénum, de l’iléon ainsi que du côlon
(Bendayan et ai, 1990, 1994). Cette hormone est aussi présente dans l’espace
interstitiel et dans les capillaires sanguins et conduit, une fois dans la circulation, à
une diminution des taux de glucose sanguin (Bendayan et ai, 1994).
En 1998, toujours dans notre laboratoire, des études sur la BSDL (bile sait
dependent lipase) ont été entreprises. La BSDL tout comme l’amylase et la lipase est
une enzyme digestive sécrétée de façon exocrine par le pancréas. Des travaux ont
démontré que cette enzyme est internalisée par la muqueuse intestinale via une voie
endosomale (Brnneau et ai, 199$). En 2001 et 2003, des travaux effectués avec un
modèle de cellules intestinales humaines, les 1NT407, ont démontré que la B$DL
fait un passage par l’appareil de Golgi avant d’être dirigée à la membrane
basolatérale (Bmneau et aÏ, 2001), et que son internalisation est facilitée grâce à son
interaction avec un récepteur, le «lectin-like Ox-LDL receptor» (Brnneau et ai,
2003b).
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9. Le travail
Ce que nous venons d’exposer avait comme but de soulever la question de la
voie d’accès de deux enzymes digestives à la circulation sanguine. La littérature
décrit largement 1’ amylase et la lipase au niveau de la génétique, de la protéomique,
de l’enzymologie ou des pathologies associées. Il demeure que leur présence dans la
circulation sanguine reste mal expliquée. À la lumière des données de la littérature
sur l’absorption des macromolécules par la muqueuse intestinale, nous suggérons de
vérifier l’existence d’une voie duodénale par laquelle l’amylase et la lipase
pancréatiques seraient capables. à partir de leur site de production, de parvenir à la
circulation sanguine.
À titre d’introduction, voici le survol des différentes expériences effectuées
ainsi que les techniques utilisées pour l’étude de l’absorption duodénale de
l’amylase et de la lipase pancréatiques. Pour étudier l’absorption de ces enzymes par
la muqueuse intestinale, nous avons fait usage de trois conditions expérimentales:
des rats nourris et à jeun, des rats dont nous avons stimulé la sécrétion pancréatique
et des rats auxquels nous avons fait une insertion intraduodénale des enzymes. Ces
trois expériences avaient pour but d’augmenter les concentrations d’enzymes dans la
lumière duodénale.
Les rats à jeun et nourris nous ont permis de détecter de manière directe des
différences entre ces deux états de sustentation au niveau de l’activité enzymatique
dans le sang et de la présence dans la muqueuse intestinale de l’amylase et de la
lipase.
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La stimulation de la sécrétion pancréatique par le carbachol nous a permis
d’augmenter la concentration d’amylase et de lipase dans la lumière intestinale chez
les animaux afin de a) favoriser l’internaÏisation des enzymes et donc accroître le
signal produit par la détection de ces enzymes au niveau de la muqueuse intestinale
par immunofluorescence et b) d’augmenter les taux sanguins des deux enzymes tout
en restant dans des conditions physiologiques.
La troisième expérience avec l’insertion de solutions d’amylase ou de lipase
étiquetées au fITC. nous a permis d’augmenter d’avantage la concentration
intraduodénale des enzymes. La présence du FlIC a permis de suivre la progression
dans le temps des enzymes à travers la muqueuse et de les distinguer des enzymes
endogènes potentiellement présentes dans la muqueuse intestinale. Cette troisième
expérience vient appuyer les résultats obtenus par la stimulation de la sécrétion
pancréatique des rats en levant l’ambiguïté que peut engendrer l’usage des
sécrétagogues pour les raisons mentionnées au préalable. L’étude de ces trois
groupes nous a permis de générer des résultats et de tirer des conclusions cohérentes.
De plus, l’utilisation de diverses techniques nous a permis de vérifier et de renforcer
nos différentes observations.
L’ensemble des techniques utilisées sont: des analyses de cinétique pour la
quantification des activités enzymatiques dans le sang, l’immunofluorescence et
l’immunoperoxidase en microscopie optique, les techniques à l’or colloïdal en
microscopie électronique, ainsi que des immunobuvardages. Les analyses de
cinétique des enzymes dans la circulation sont des techniques utilisées de manière
habituelle pour le diagnostic de pathologies touchant le pancréas. Lors de notre
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étude, elles ont fourni une manière facile et rapide d’évaluer la variation des taux
sanguins de l’activité enzymatique de l’amylase et de la lipase et donc de donner
rapidement des renseignements sur le passage de celles-ci de la lumière intestinale à
la circulation. Les techniques en microscopie optique nous ont permis d’identifier la
présence des enzymes dans la muqueuse intestinale. Elles offrent une vue générale
du tissu permettant l’identification rapide de la région d’intérêt. Elles assurent aussi
une plus grande sensibilité puisqu’elles s’adressent à une coupe assez épaisse de
tissu et donc amplifient le signal. De plus, la microscopie optique nous a permis
d’observer directement la fluorescence émanant du FITC lié à nos enzymes dans la
muqueuse et de confirmer nos observations en faisant appel à l’imrnunoperoxydase.
Pour sa part, l’usage de la microscopie électronique permet d’identifier la
localisation intracellulaire des enzymes dans la muqueuse et donc de caractériser la
voie de passage des enzymes dans les cellules entérocytaires. En plus de ces
techniques, nous avons utilisé des inimunobuvardages pour la détection du fITC et
des enzymes dans le sang. Cette technique permet de vérifier que le fliC dans le
sang est toujours lié aux enzymes et donc que les observations du fliC sont bien
reliées au passage de l’amylase et de la lipase dans la muqueuse.
L’ensemble des résultats est illustré et discuté dans l’article qui suit. Ainsi,
nous avons démontré la présence des deux enzymes dans la muqueuse intestinale de
rats nourris et une augmentation de celles-ci sous stimulation de la sécrétion
pancréatique. Parallèlement nous avons démontré que les niveaux d’activités
sanguines fluctuent en fonction de la présence de l’amylase et de la lipase dans la
lumière et dans la muqueuse duodénale. Les expériences effectuées avec le fITC ont
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permis d’établir la voie empruntée par les enzymes pour franchir la muqueuse
intestinale. Ainsi l’amylase et la lipase sont intemalisées par voie endosomale au
niveau de la bordure en brosse des entérocytes. De la membrane apicale les enzymes
sont transférées à la membrane basolatérale. L’amylase ainsi que la lipase sont
identifiées dans l’appareil de Golgi de ces entérocytes. Une fois dans l’espace
interstitiel, l’amylase et la lipase gagnent la circulation sanguine via les vésicules
présentes dans les cellules endothéliales qui bordent les capillaires sanguins.
ARTICLE
(Accepté pour publication dans Journal of Histochemistry and Cytochemistry,
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Abstract
As early as the beginning ofthe 20th century some data indicated that
macromolecules can cross the intestinal mucosa to reach the blood. further evidence
was added along the years however, pathways for this transport stiil remain to be
established. We herein report the transfer of two pancreatic enzymes, amylase and
lipase, from the intestinal lumen to the blood. Both are present in higher
concentrations in the intestinal mucosa and in blood of fed rats. Upon cholinergic
stimulation of pancreatic secretion, flot only enzymes concentrations in blood rose
but evidence for internalization by duodenal enterocytes was obtained. Following
insertion of fluorochrome-tagged amylase and lipase into the duodenal lumen of
fasting rats, blood and intestinal tissues were sampled at different time points. Serum
activities for both enzymes clearly increased with time. Light microscopy
established intemalization of both proteins by duodenal enterocytes and
immunogold outlined the pathway taken by both proteins across the enterocytes.
From the intestinal lumen, the enzymes are chaimelÏed through the endosomal
compartment to the Golgi apparatus and to the basolateral membrane reaching the
interstitial space and blood circulation. Thereby, transcytosis through the intestinal
mucosa represents an access route for pancreatic enzymes to reach blood circulation.
Keywords: Amylase, Lipase, Duodenal wall, Pancreas, Transcytosis,
Immunocytochemistry
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Introduction
Pancreatic Œ-amylase and lipase are digestive enzymes secreted by the exocrine
pancreas into the acinar lumen and channeled along the pancreatic duct to the
duodenal lumen where they participate in the digestion of macromolecules.
Pancreatic lipase, together with co-lipase, represents the main player in lipid
digestion since it hydrolyzes more than 70 % oftriglycerides and diacylglycerols
(Marcil et al. 2004). On the other hand, a-amylase is responsible for Œ-(1,4)
glycosidic linkage hydrolysis of starch molecules and various oligosaccharides
(MacDonald et al. 1980; Qian et al. 1997; Payan and Qian 2003).
Both pancreatic amylase and lipase are found in blood (Janowitz and Dreiling 1959;
Yacoub et al. 1969: Rohr and Scheele 1983). Their presence in circulation is a well
established fact and their levels fluctuate under several conditions. Pancreatitis, a
pathological situation ofien diagnosed through plasma levels of amylase and lipase,
is characterized by dramatic increases jn the level ofcirculating pancreatic enzymes
(Ujihira et al. 1965; Yacoub et al. 1969; Rohr and Scheele 1983; Tietz and Shuey
1993). This is due to an abnormal discharge ofzymogen granules at the level ofthe
basolateral membranes of acinar celis (Gaisano et al. 2004). More interestingly, in
diabetes, the pancreatic secretion of amylase and lipase undergoes major changes
which do influence circulating levels. These changes take place without any
apparent alteration or discharge at the basolateral pole ofthe acinar ceils (Bameo et
al. 1990). In fact, in diabetes, production ofboth pancreatic amylase and lipase
fluctuate; amylase secretion decreases dramatically while lipase secretion increases
two fold (Bazin and Lavau 1979; Gregoire and Bendayan 1986; Bendayan and
jGregoire 1987; Bendayan and Levy 1988; Bameo et al. 1990). Blood levels closely
follow those changes (Ujihira et al. 1965; Bameo et al. 1990). Moreover, variations
in circulating amylase and lipase also occur in normal condition. A relationship
actually exists between circulating levels of digestive enzymes and the feeding state
ofthe animal (Isenman et al. 1999). Digestive activity, intestinal motility and
pancreatic secretory activity being regulated by the same hormonal and neural
mediators are directly interconnected (Keller and Layer 2002) and therefore blood
levels ofamylase and lipase are higher in fed than in fasted animais.
Even though a correiation clearly exists between pancreatic amylase and lipase
exocrine secretion and their levels in circulation, the pathways by which these
digestive enzymes reach the blood remain largely unknown (Isenman et al. 1999).
Several hypotheses were put forward over the years. Among these, an endocrine
secretion ofthe exocrine pancreas at the basolateral membrane ofthe acinar celis
(Janowitz and Dreiling 1959; Tietz and Shuey 1993; Isenman et al. 1999) and a
leakage across the pancreatic duct wall were proposed (Isenman et al. 1999). A third
possibility would be a paracellular passage of intestinal luminal content through
leaking junctional complexes; a possibility suggested by in vitro studies using Caco
2 cells (Bock et al. 1998). However, conciusive evidence for such pathways remains
to be demonstrated.
The present study proposes an alternative route of access for these enzymes to reach
the blood circulation. This pathway would consist in the absorption of lipase and
amylase by the intestinal mucosa followed by transcytosis through the enterocyte to
reach the intestinal subepitheliai space. The capability of intestinal enterocytes to
jabsorb and transport intact macromolecules has been considered as the characteristic
ofthe intestinal tissue ofembryo and newbom (Sandbom et al. 1975; UdaIl et al.
1981). It is aiso a characteristic of pathologies affecting the digestive tissue integrity
(Weiner 1988). Nowadays however, the absorption ofproteins by enterocytes and
their transport to the basolateral pole could be considered as a rather normal
physiological process that takes place in intestinal tissue of aduit animais (Comeil et
al. 1971; Warshaw et al. 1971; Bendayan et al. 1990, 1994; Bendayan 2000; Ziv and
Bendayan 2000: Bruneau et al. 2003a). Indeed, we have previously demonstrated
that insulin (Bendayan et al. 1990, 1994) and the pancreatic bile sait dependant
lipase (BSDL) (Bruneau et al. 1998, 2001. 2003a) are internalized by enterocytes
and transferred without degradation to the biood circulation.
The first evidence for the intestinal absorption of insulin was reported in 1987 (Ziv
et al. 1987). The pathway undertaken by insulin to get from the intestinal lumen,
through the enterocyte, to the blood circulation was later on established (Bendayan
et al. 1990, 1994; Ziv and Bendayan 2000). BSDL, a pancreatic lipase, was also
demonstrated to gain the biood circulation through enterocytes (Bruneau et al. 199$,
2003 a).
The present study lays bare that this physiological intemalization by enterocytes is a
more general phenomenon also occurring for pancreatic amylase and lipase in
normal in vivo conditions. We have demonstrated that circulating levels of enzymes
are related to their presence in the intestinal lumen, that intemalization of amylase
and lipase by enterocytes takes place and that progression of the absorbed enzymes
along a transcytotic pathway aliows them to reach the blood circulation.
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Materials and Methods
Antibodies
Primary antibodies were: rabbit anti-human salivary Œ-amyÏase (Sigma Aldrich,
Oakville, Canada), rabbit anti-fluorescein isothiocyanate (FITC) (Dakopatts,
Glostrup, Denmark) and sheep anti-human lipase (United States Biological,
Swampscott, MA). Secondary antibodies for light microscopy were anti-goat IgG
conjugated to crystaliine tetramethylrhodamine isothiocyanate (TRITC) (Sigma
Aldrich, Oakviile, Canada) and anti-rabbit IgG-FITC (Chemicon International,
Temecula, CA). For the immunoperoxydase we used, the rabbit anti-goat IgG
conjugated to peroxidase (Pierce Biotecbnoiogy, Rockford, IL). for electron
microscopy, we used anti-goat IgG-gold complex (Sigma Aldrich, Oakville, Canada)
and protein A-gold complex prepared with 10 nrn gold particles as described
previously (Ghitescu and Bendayan 1990). For immunobÏots, an anti-rabbit IgG
horseradish peroxidase (Roche Molecular Biochemicals, Lavai, Canada) was used.
Amylase and Lipase-FITC Experiments
Enzymes were tagged with fITC (Fluorescein Isothiocyanate, Isomer I from Sigma
Aldrich) according to methods described previously (Bendayan and Londoflo 1996).
60 mg of Œ-amylase (Type II-A, Bacillus Species, Sigma Aldrich) together with 110
mg of fITC and in parallel 2.5 mg of lipase (Type VI-S, porcine pancreas, Sigma
Aldrich) with 4 mg of fITC were mixed in 5 mL of 5mmol sodium bicarbonate
overnight protected from light at room temperature. Extensive dialysis against
distiiled water was carried out to remove free fITC, followed by a final step against
jsodium bicarbonate buffer. The solutions introduced into the duodenal lumen were
constituted as follow: 0.1$ TIU of aprotinin (Sigma Aldrich), 0.01 g of sodium
cholate (Sigma Aldrich) and 10,000 lU of Œ-amyiase tagged with FITC or 10,000 lU
of lipase tagged with fITC in 5mmol sodium bicarbonate to a final volume of lmL,
according to Ziv (Ziv et al. 1987). As control experiments we introduced 1 ml ofa
solution containing 0.12 TIU of aprotinin and 0.01 g of sodium cholate in 5 mmol
sodium bicarbonate with neither amylase nor lipase.
Animal Experimentation
Males Sprague-Dawley rats (Charles River Canada, St. Constant, Canada) weighing
between 200 and 250g were used for ail experiments. Animais were housed and
handled according to the guidelines from Canadian Council on Animals Care. They
were kept on a standard diet with ftee access to food and water. Rats were fasted for
12 hours before the experiments. Rats were anesthetized by an intraperitoneal
injection of urethane (1 g/kg bw).
Stimulation of pancreatic secretion
An abdominal incision was made. Two clamps were placed onto the duodenum, one
at the level ofthe pyloric sphincter and the second one downstream ofthe ampulla
of Vater, to create a sealed chamber. Stimulation of secretion was carried out by a
single IP injection of l2mg/kg ofcarbamyl f3-methyÏcholine chloride (carbachol)
(Sigma Aldrich) to fasted animais n3 (Bendayan et al. 1985). Samples ofbiood
(150-200 pi) from the dorsal vein and duodenal tissues (4 mm thick rings) were
taken, one before and one afier (15 minutes) stimulation. Tissues at time point O
Jwere sampled outside the sealed chamber. Samples ofpancreatic tissues (about 5
mm3) were taken at 15 minutes to evaluate tissular and cellular integrity.
Insertion of arnylase and lipase in the duodenal lumen
An abdominal incision was made. A 1 mL solution of amylase-fTIC (10,000 lU
equivalent to $7 nmol) or lipase-flIC (10,000 lU equivalent to 8.5 nmol) was
inserted into the lumen ofthe clamped duodenum. Samples ofblood and duodenal
tissues were taken at different time points: prior insertion ofthe solution (0 minute)
and 5, 15, 30 and 60 minutes afier the insertion ofthe solution.
Each experiment was performed at least 3 times with 3 different animals.
Tissue Processing
Light Microscopy
Duodenal tissues were fixed in Bouin’s solution for 24 hours at room temperature
and embedded in paraffin according to standard procedures. Tissue sections (5im)
were mounted on glass siides and processed for immunohistochemistry.
Electron Microcopy
Rat duodenal as welÏ as pancreatic tissues were fixed with 1% glutaraldehyde and
post-fixed with 1% osmium tetroxide in 0.1 M phosphate buffer for 90min at 4C. The
tissue samples were washed in phosphate buffer, dehydrated in graded ethanol and
propylene oxide and embedded in Epon 812. Ultrathin tissue sections were cut,
mounted on Parlodion and carbon-coated nickel grids and processed for
immunocytochemistry.
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Immunohistochemistry
For the direct detection of FITC-tagged enzymes, tissue sections were
deparaffinized, rehydrated and washed in 0.0 1M phosphate buffer saline (PBS).
Tissue sections were counterstained with Evan Blues (0.01% in PBS), mounted with
a coverslip using a 50% glycerol in PBS solution and examined using a Leitz DMRB
light microscope (Leica, St-Laurent, Canada).
For the immunodetection of amylase antigenic sites, tissue sections were rehydrated
and incubated 2 hours at room temperature (RT) with the anti-amylase antibody
(dilution: 1/300), washed in PBS, and incubated 1 hour with the anti-rabbit IgG
FITC (dilution: 1/250). For lipase immunodetection, the anti-lipase antibody was
used at 1/100 dilution, folÏowed by 1 hour with the anti-goat IgG-TRITC (dilution:
1/200).
Specificity ofboth antibodies was assessed by immunoblot as well as by
imrnunocytochemistry, adsorbing them with their corresponding antigens (24h at
4C) prior performing the immunostainings. Adsorption led to absence of labeling.
Omitting the primary antibodies also resulted in absence of specific labeling. In
addition, both the anti-amylase and anti-lipase antibodies yield specific stainings on
pancreatic tissue sections (resuits not shown)
for the immunoperoxidase technique, lipase detection was carried out by a 2 hours
incubation with the anti-lipase antibody (dilution: 1/100) followed by a 1 hour
incubation with anti-goat IgG-peroxidase (dilution: 1/200) and a 2 minutes
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incubation with the DAB peroxidase substrate, ail at RT. Omission of the primary
antibody resulted in absence of staining.
For electron microcopy, anti-amylase (dilution: 1/300), anti-FITC (dilution: 1/250)
and anti-lipase (dilution: 1/100) were used as primary antibodies. Incubations were
of 2 hours at RT followed by a 30 minutes incubation with protein A-gold (dilution:
1/10) or with the anti-goat IgG-gold (dilution: 1/15) (Bendayan 1995). Tissue
sections were pretreated with sodium metaperiodate (Bendayan 1995). Tissue
sections were stained with uranyl acetate and examined using a Philips 410 electron
microscope. Adsorption ofthe antibodies with their corresponding antigen resulted
in absence of labeling.
Evaluation of the labelings
Morphometrical evaluation ofthe labelings obtained by immunogold using anti
FITC antibody was performed using Videoplan 2 image processing system (Carl
Zeiss, Toronto, Canada). Immnuogold densities over ceil compartments for both
amylase-FITC and lipase-FITC at each time point were evaiuated as described
previously (Bendayan 1995). At least 50 micrographs at X 12000 magnification
were analyzed for each experiment at each time point. Resuits are reported as mean
values; number of gold particles per m2 + SEM. Microvilli as well as basolateral
membranes are tightly associated among themselves. The basolateral membranes in
particular make several foldings and interdigitations. Thus their labelings were
evaluated in reference to their area rather than to their length.
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Western Blot Analysis
Presence of lipase-FlIC and amylase-FlIC in sera was demonstrated by migration
of serum samples in 7 % SDS polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE), followed
by immunoblot 2 hours at RI with the primary antibody, either anti-amylase
(dilution: 1/10000) or anti-fITC (dilution: 1/35000), and 1 hour incubation at RI
with anti-rabbit IgG-horseradish peroxidase antibody (dilution: 1/20000). Detection
was carried out afier I minute incubation with Lumina-Light” substrate (Roche
Molecular Biochemicais, Lavai, Canada).
Biochemical Analysis
The Intersect System, Direct Amylase Reagent (Intersect Systems, Inc., Longview,
WA) was used to assess serum amylase activity. Ihe Intersect System is intended for
the quantitative kinetic determinations of serum Œ-amyiase activity at 405 nm. 25 jii
of serum was added to 1 ml of Direct Amylase Reagent. 60 seconds later the
absorbance was registered followed by a second reading 60 seconds later. Ihe
incubations were carried out at 37C. Serum lipase activity was measured using
Trinity Biotech for Lipase (Trinity Biotech, Lipase-PS’M Method n°805, Jamestown,
NY). Ihe lipasePSth system is intended for the quantitative kinetic determination of
serum pancreatic lipase activity at 550 nm. 15 jil of semm was added to 900 jii of
the substrate solution. 300 iii ofthe activator reagent were added 3 min later. An
initial absorbance reading was taken 3 min later and a final one, 2 min afier. The
incubations were carried out at 37C. Ail controls for enzymes assays were carried
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out using Accutrol-IM Normal (Sigma Diagnostics, Oakvilie, Canada). Resuhs are
reported as mean values of serum activities ± SEM. Ail statistics for morphological
and biochemical data were carried out using the Student t test.
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Resuits
A) Amylase and lipase in fasted and fed rats
Biochemicai Study
Amylase and lipase activity in blood sampled at 10 AM was measured in fasted and
ad libitum fed rats. Activities for both enzymes were found to be higher in fed
animais. Serum amylase activity for rats on a standard diet was 253 + 20.5 JUIL as
compared to 12 hours fasting 64 ± 22.4 IUIL (n=7) which represents about 300%
increase upon feeding. Lipase activity in fed rats was 153 ± 49.0 IUIL versus 73 +
14.5 IU/L (n=9) for fasted animais, representing an increase of 110%. (Student t test,
p <0.01).
Immunofluorescence
Presence of amyiase and lipase in the intestinal mucosa of fasted and fed rats was
assessed by immunofluorescence. Figure 1 illustrates the presence of amyiase in the
duodenal tissue. A very faint staining over the brush border was detected in tissues
offasted rats (figure lA) and a stronger signal in tissues ofthe fed ones (figure lB).
Few positive ceils were located at the tip of the viili (figure 13). Similar staining
experiment was carried out for lipase. For the fed rats, a strong staining was present
over the brush border and in the supranuclear region of some ceils Iocated at the tip
ofthe villi. Staining was also present in the connective tissue (figure JC). For the
fasted animais the staining was oniy faint and restricted to smaii areas of the brush
border (flot illustrated).
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B) Amylase and lipase in rats that underwent cholinergic stimulation ofpancreatic
secretion
Biochemistry
Serum sampies were assessed and activities for both enzymes were found to
increase. Average serum amylase activity 15 minutes after stimulation was 117 ± 9.9
JUIL (n3) representing an increase of 85% when compared to time 0 (63 ± 5.7
IU/L, n=3) (Student t test, p <0.01). Under the same condition, serum activity of
lipase afier 15 minutes of stimulation was 458 ± $5.1 JUIL (n 3), an increase of 660
% when compared to lipase activity in fasted animais (60 ± 9.8 IUIL, n=3). (Student
t test, p <0.01).
Immunofluorescence
Immunodetection of amylase and lipase in duodenal tissue after stimulation of
pancreatic secretion yield a strong staining over the intestinal mucosa. Figure 2
illustrates duodenal tissue 15 minutes afier stimulation. Duodenal enterocytes
positive for amylase are present at the tip ofthe vilii with staining at the apical and
basal regions ofthe ceils (figure 2A). Not ail positive ceils display the same staining
intensity and many were negative (figure 23). Lipase inmlunostaining yield very
similar resuits (figure 2C).
Pancreatic Integrity
Microscopical examination ofpancreatic tissue of animais injected with carbachol
was carried out by light and electron microscopy to assess any morphological
changes. No major alteration was noticed (data not shown). Acinar celis remained
intact and well polarized. In large population of celis, the zymogen granules were
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few in number when compared to control tissue, and they remained around the
acinar lumina which were fihled with secretory product. Other ceils display their
usual morphoÏogy and retained numerous zymogen granules. Totally degranulated
celis or celis with altered polarity were flot encountered.
C) Insertion of FITC-tagged pancreatic enzymes in the intestinal lumen
To further establish amylase and lipase intemalization by enterocytes, solutions of
exogenous amylase and lipase tagged with FITC were inserted into the duodenal
lumen. Tissues were sampled at different time points and examined by light and
electron microscopy.
Fluorescense
In a first experiment, amylase-FITC and lipase-FITC were directly revealed in
duodenal tissues by detecting the FITC signal avoiding any antibody-antigen
reaction. No FITC signal was detected in tissues before insertion ofthe enzyme
FITC solutions in the intestinal lumen (figure 3A). Afler insertion of amylase-fITC,
a signal was detected in the duodenal lumen and in many enterocytes. The
progression of the staining within the celis was monitored along with time. At 15
minutes, signal was found mainly associated with the luminal material and the brush
border ofthe celis (figure 3B). A more intense signal over the apical supra-nuclear
region and then also over the basal region ofthe ceils appeared at 15 and 30 minutes
(data not shown). The signal persisted at 60 minutes at time where the connective
tissue was also stained (figure 3C). Similar resuits were obtained for lipase-FlIC.
No FITC signal was detected in tissues before the insertion of the lipase-flIC
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complex (Figure 4A). figure 4B shows a duodenal tissue 5 minutes after insertion of
lipase-FITC, staining is present in the lumen and brush border. Few celis appear
stained. At 15 minutes, the fITC signal was over the brush border as well as in the
apical region ofthe ceils (figure 4C). At 30 minutes, the basal regions ofthe celis
became stained (figure 4D).
Inimunoperoxydase
To further confirm the resuits obtained with direct detection offITC, we used the
immunoperoxydase technique with an anti-amylase and an anti-lipase antibody to
reveai the enzymes in the intestinal mucosa. Figure 5 iliustrates resuits obtained for
lipase-FITC. Time 0, before insertion ofthe lipase-FITC in the lumen, the tissue
section is devoid ofany immunostaining (figure SA). At 5 minutes, the staining is
associated with the brush border (figure 53). At 30 minutes. the staining is present
over the brush border, supra nuclear and basal regions ofthe enterocytes (figure 5C).
Fina1ly at 60 minutes, a strong signal is present over the cytoplasm ofthe
enterocytes as well as in the connective tissue (figure 5D). As an important
observation, the mucus Goblets celis remained free ofany staining at ail time points.
Similarly, ail nuclei were devoid of staining. Another point to raise is the fact that
flot ail celis show the same intensity of staining; the cells located at the tip ofthe
villi displaying a more intense staining (figure 5C and D).
Electron Microcopy
At the eiectron microscope level using the immunogold approach we were able to
identify the enterocyte cellular compartments invoived in the intemalization of
amylase and lipase. Tissues sampled at ail time points afier exposure to amylase
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FITC or lipase-f ITC were processed for the immunodetection. Gold particles
revealing FITC antigenic sites were found over the microvïlli. endosomal
compartment (figure 6A and B), Golgi apparatus and related vesicles as well as at
the level ofthe basolateral membrane (figures 6C and 7). Ihis immunolabeling
distribution was systematic at ail time points, beside at time O where no specific
labeling was found. Changes in intensity of labeling among cellular compartments
were however noticed between time points. This was better assessed by the
quantitative evaluations. Observation ofparticular importance was made at 60 mm,
where significant labeling for both the amylase-FITC and the lipase-fTIC was also
found in the interstitial space, endotheliai plasmalemmal vesicles and in the blood
capillary lumen (figure 8). Very similar qualitative results were obtained for amylase
(figure 6) and lipase (figure 7). In ail cases, no specific labeling was detected over
mitochondria and nuclei. Morphological examination allowed us to further confirm
that the integrity of the tissue was retained. Interceilular junctional complexes
between enterocytes remained sealed and intact and no particular labeling by gold
particles was detected at the level of the junctionai complexes. When comparing
intensities of labelings obtained by light and electron microscopy on the same tissues
at same time points we can hardly correlate the strong immunofluorescence
displayed by some enterocytes with the relatively few number of gold particles over
the enterocytes cellular compartments. This can be expiained by differences in tissue
processing and resolution ofthe resuits. While tissues for light microscopy were
fixed in Bouin’s solution which is well known to retain protein antigenicity,
combination of glutaraldehyde and osmium was used for electron rnicroscopy. It is
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well established that this harsh fixation protocol reduces dramaticaily protein
antigenicity but is excellent for celiular preservation and higli resolution
immunocytochemistry which was needed in our study (Bendayan 1995).
Furthermore the entire thickness ofthe paraffin section reacts to the antibody while
only the surface ofthe Epon ultrathin sections generates an immunogold labeling. In
addition, as revealed by light microscopy flot ail the enterocytes display the same
efficiency in this absorption.
Quantitative evaluations confirmed the subjective observations, figure 9 iliustrates
the labeling densities obtained for amylase-fITC and lipase-fITC experiments.
While values at time O remain very iow and reflect background staining, iabeiing
densities obtained in ail the other compartments beside mitochondria at ail time
points are significantly higher than background. The endosomal compartment
appears to be the one displaying the highest density values at ail time points,
although some fluctuations were noted among time points for lipase (figure 9B).
However, deviations were large. Such large deviations might be due to heterogeneity
in absorbing capacities among ceils. Labeling densities ofthe Golgi apparatus
remained constant and high starting at 1 5min. Similarly, labeiing densities ofthe
basolateral membranes became significant at 5 min and increased afierwards. This
corroborates resuits obtained by biochemical determinations on amyiase and lipase
serum activities which increased starting at 5 min as described in the next
paragraphs. In contrast, iabeling densities over mitochondria remained very iow and
show no significant fluctuations over time. These values reflect background staining
and are comparable to those obtained at time point O.
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Western Blots
To confirm that the intact enzyme-FliC complexes inserted into the duodenal lumen
were transferred to the circulation and that the FlIC signal detected by light and
electron microscopy represents the entire enzyme-FliC complex and flot free FITC,
western Mots analysis of serum sampled at 60 minutes were carried out. Amylase in
the circulation was uncovered using anti-amylase antibody. Iwo bands were
obtained at MW close to that of amylase (figure 1 OA) (Young et al. 1996). Figure
1 OB was obtained ftom the same membrane afler stripping and incubation with the
anti-FTIC antibody. A single band corresponding to the amylase band at the higher
molecular weight was obtained (figure 1 0B). Figure 1 OC illustrates the resuit
obtained for FlIC in serum sampled at 60 minutes afier insertion oflipase-FITC
solution in the duodenal lumen. Three hands are observed at molecular weights close
to those of lipase (46 kDa) (Tietz and Shuey 1993).
Biochemical Analysis
As described in methods, serum samples were assessed for enzymes activity (figure
11). Average serum amylase activities at 5, 15, 30 and 60 minutes afier insertion of
the amylase-FIIC solution in the duodenal lumen increased 310% (at 5 minutes,
n=2), 390% (15 minutes, n=2), 460% (30 minutes, n=5) and 500% (60 minutes, n=2)
along with time when compared to time point O (figure I lA). Conversely. lipase
activity in these experiments remained stable, average serum lipase activity at 60
min was 89±8 IU!L (n=4) a value similar to that of fasted rats. The same protocol
was carried out for lipase-FiTC (figure 11 B). Activities of lipase in serum increased
170% (at 5 minutes, n=3), followed by a 430 % (15 minutes, n=2), 570% (30
49
minutes, n=5) and 820% (60 minutes, n=4). Amylase serum activity in these
experiments remained stable with an average value at 60 min of 63 + 2 IU/L (n=4)
again a value similar to that of fasted rats.
In addition for the control experiments the levels of amylase and lipase before and
30 min afler insertion of the solution flot containing amylase or lipase were 61 ± 4.1
IU/L and 57 + 8 JU/L for serum amylase and 66.1 ± 10.5 IU/L and 67 ± 10.6 IU/L
for lipase respectiveÏy.
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Discussion
The present study demonstrates that the intestinal mucosa constitutes a route of
access for amylase and lipase to the bÏood circulation. This route may represent the
main or an alternative to others previously put forward. We first confirmed the
correlation existing between digestive activity and appearance ofthose enzymes in
blood. Pancreatic secretion is stimulated by feeding and this resuits in an increase in
pancreatic enzymes activities in serum. Those resuÏts go along with data published
previously demonstrating that levels of serum amylase double upon feeding,
suggesting the existence of a correlation between feeding, pancreatic ftinction and
levels of circulating amylase (Schneyer and Sclmeyer 1960). The question that
remained to be elucidated is the pathway by which pancreatic enzymes reach the
blood circulation.
Over the years, several propositions were put forward among which a potential
endocrine secretion ofthe exocrine pancreatic acinar celis (Janowitz and Dreiling
1959; Tietz and $huey 1993; Isenman et al. 1999) and a leakage ofpancreatic
enzymes across the pancreatic duct wall (Isenrnan et al. 1999). However no direct
evidence has established those pathways in normal condition. Based on
morphological and biochemical resuits we herein propose an alternative pathway
through the intestinal mucosa by which pancreatic enzymes present in the duodenal
lumen reach the circulation. Indeed, in addition to pancreatic cells and pancreatic
ducts which are in contact with pancreatic enzymes and therefore aiways pinpointed
as responsible for the transferring of those enzymes to the blood, the intestinal lumen
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is another site exposed to pancreatic enzymes but rarely fully considered as a
partaker in this matter.
We herein demonstrate the capability for the duodenal mucosa to transfer amylase
and lipase from the intestinal lumen to the connective tissue. The presence of both
amylase and lipase in the duodenai mucosa was higher in enterocytes of fed animais
when compared to fasted ones. This indicates intemalization ofthe enzymes by
some enterocytes in normai condition. To strengthen those observations we
increased pancreatic enzymes concentrations in the duodenal lumen by stimulating
pancreatic secretion. Serum activities of both amylase and lipase were found to
increase under those conditions. Upon immunodetection, we found numerous but not
ail duodenal enterocytes displaying a strong cytoplasmic signal for both lipase and
amylase as compared to tissues from control rats. These experiments strengthen the
concept that enterocytes may be able to intemalize pancreatic enzymes in relation to
levels of pancreatic enzymes in the duodenal lumen. Morphological evaluation
enabled us to pledge that the pancreatic celis remained intact upon stimulation of
secretion. Indeed, several studies over the years have stated that pancreatic
stimulation by cholinergic agonists such as carbachol increases circulating ievels of
amylase through an endocrine basolateral secretion by the pancreatic acinar ceils
(Janowitz and Dreiling 1959; Tietz and Shuey 1993; Isenman et al. 1999). It was
demonstrated that multiple supramaximal doses of cholinergic agonists generate a
reorientation of secretory granules from the apical pole of the acinar ceils to the
basolateral one leading to secretion into the connective tissue (Scheele et al. 1987;
Gaisano et ai. 2001, 2004) or an eievated presence of lysosomes in acinar ceils due
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to increase lysosomal activity (Adier et al. 1983). In our experiments, we used a
single non-maximal cholinergic stimulation that did flot trigger reorientation of
secretory granules, alteration in cellular polarization or cellular integrity.
In order to establish the transcytotic pathway in enterocytes, we exposed the
duodenal mucosa in situ to higli concentrations of enzymes tagged to fITC
molecules. Tagging amylase and lipase to fTTC allowed us to discriminate between
exogenous and endogenous ones as well as enabling us to follow the enzyme
progression within the intestinal ceils. It also allowed us to detect the enzymes-FTIC
complex in the serum establishing the fact that intact enzyme molecules are
intemalized by the intestinal mucosa and discharged into the connective tissue to
reach the blood circulation. Furthermore, the fact that the enzyme-fITC complex is
found in circulation establishes that the increase in circulating enzymes originates
from the intestinal mucosa. A substantial and extended association ofthe enzymes to
the brush border was detected within the first 15 minutes and the signal progressed
from the apical toward the basolateral region of the ceils. In a previous study we
demonstrated that BSDL, another pancreatic enzyme, is also transported from the
intestinal lumen to the blood circulation through the intestinal mucosa (Bruneau et
al. 2003a). In that same study we confirmed that the transport is quite specific since
radio-labeled BSA was not intemalized by enterocytes and did flot reach the
circulation (Bruneau et al. 2003a).
Electron microscopy immunocytochemistry confirmed and estabÏished the
transcellular pathway. Gold immunolabeling was associated with the microvilli,
forming endosomes, Golgi apparatus and basolateral membranes. Those
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observations were underlined by assessing the labeling densities over the different
compartments at different time points. As well, labeling was found in the interstitial
space and blood capillaries. Such transcytotic pathway matches the one previously
established for BSDL another pancreatic lipase and insulin (Bendayan et al. 1990,
1994; Ziv and Bendayan 2000; Bruneau et al. 199$, 2003a). The reason for the
Golgi apparatus to be involved in transcytosis is an interesting fact. Passage through
the Golgi apparatus during their transcytotic pathway across the enterocytes may
well allow for some modifications and glycosylation ofthe transported enzymes that
would enable them to gain the blood circulation Golgi involvement in this
transcytosis remains however to be established.
During the in vivo experiments, either feeding or stimulation ofpancreatic secretion,
some enterocytes were labeled more intensely than neighboring ones suggesting a
possible heterogeneity in cellular capability for enzymes internalization. This
heterogeneity may also be responsible for fluctuations in our quantitative resuits
particularly evident for lipase over the endosomal compartrnent (figure 9B).
Previous studies on BSDL have identified a receptor, LOX-1, located at the
enterocyte luminal membrane responsible for its intemalization (Bruneau et al.
2003 b). This finding entails intemalization of BSDL as a rather specific event and
some cells may be more prone than others. Also, lipase intemalization was found to
be more efficient than that of amylase by morphological as well as biochemical
means.
Following the appearance in the extracellular space, amylase and lipase were found
associated with the endothelial plasmalemmal vesicles and present within the
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capillary lumen. Even thought presence ofpancreatic enzymes in blood has been
established for quite some time, their function and role in circulation is stili poorly
defined (Isenman et al. 1999). Studies have shown that the haif-life of lipase in the
blood varies from 6.9 to 13.7h and that ofamylase is a littie shorter (Tietz and Shuey
1993). The two enzymes appear to interact with circulating molecules. Amylase
interacts with albumjn (McGeachin and lewis 1959; Dreiling et al. 1963) as well as
with the y-globulins (Ujihira et aÏ. 1965) while lipase is known to interact with y
globulins and to some extent to Œ-globulins (Tietz and Shuey 1993). Similarly,
pancreatic BSDL was shown to interact with circulating lipoproteins being mostly
associated with chylomicrons, VLDL and LDL (Bruneau et al. 2003a).
In conclusion, in a matter of minutes, lipase and amylase present in the intestinal
lumen are transported by enterocytes from their apical to their basolateral poles.
Both enzymes transit through endosomal compartments and Golgi apparatus before
being transferred to the basolateral membrane where they are released into the
interstitial space to reach the blood circulation. Furthermore we noticed a relation
between availability of those enzymes in the intestinal lumen and their
concentrations in blood suggesting that this pathway is physiologically relevant for
the normal presence of those enzymes in circulation.
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Legends
Figure 1: Light microscopy. Immunofluorescence detection of arnylase and lipase
using corresponding specific antibodies in the intestinal mucosa of fasted and fed
rats. (A) Amylase; fasted condition. The labeling is faintly present over the brush
border ofthe villi. Bar = 2Otm. (B) Amylase; fed condition. The labeling is present
over the brush border and in few celis located at the tip ofthe villi. Bar = 4Otm. (C)
Lipase; fed condition. A strong staining over the brush border and in the
supranuclear region of some cells located at the tip of the villi. Some staining is
present in the connective tissue. Bar = 2Oirn.
Figure 2: Light mïcroscopy. Immunofluorescence detection of amylase and lipase
using corresponding specific antibodies in the duodenal mucosa of carbachol treated
rats. (A) Amylase; Staining is present at the apical and basal regions of some
enterocytes mainly at the tip ofthe villi. Bar = 4Otm. (B) Amylase; High
magnification. Staining intensity varies from one cdl to the other; from negative to
bright staining. Bar 2Om. (C) Lipase; The brush bonder is brightly stained. Some
ceils show intracellular staining. The intensity varies from one celi to the other. Bar
20!Im.
Figure 3: Light microscopy. Direct detection offITC on duodenal tissue before and
afier the insertion of amylase-FITC in the intestinal lumen. (A) Before insertion (t=O
mm), no signal was obtained. Bar = 4Ojim. (B) Time point t=15 mm, the staining is
associated with luminal material and the brush border. Bar 2Otm. (C) lime point
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t=60 mm, the staining is present over the supranuclear and basal regions of the ceils
as well as over the connective tissue. Bar = 2Otm.
Notice that nuclei and Goblet ceils are devoid of any signal.
Figure 4: Light microscopy. Direct detection ofFITC in duodenal tissue before and
afier the insertion ofthe lipase-fITC complex. (A) Duodenal tissue before insertion
(t=O min.). No signal. (B) Duodenal tissue at time point t=5 min. The lumen, the
brush border, and few cells appear stained. (C) At t=1 5 mm, FITC signal is over the
brush border and apical region ofthe enterocytes. (D) t=30 mi the brush border,
apical and basal regions ofthe celis are stained. Goblet cells are devoid of signal.
Bars = 2Ojim.
Figure 5: Light microscopy. Inmrnnoperoxydase staining revealing lipase in
duodenal tissue using the anti-lipase antibody before and afler the insertion of lipase
FITC into the duodenal lumen. (A) Before lipase-fITC insertion (t=O mm), the
section is devoid ofany specific staining. Bar = 2Ojim. (B) Time point t=5 mm, the
staining is associated with the brush border. Bar = 2Ojim. (C) t30 mm, staining is
present over the brush border, supra nuclear and basal regions ofthe enterocytes.
Bar = 4Oim. (D) t60 mm, a strong signal is present over the ceil cytoplasm and in
the connective tissue. Bar 2Opm.
Goblet cells are devoid of staining.
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Figure 6: Electron microscopy. Immunocytochemical detection of amylase-FITC in
the duodenal tissue using the anti-FITC/protein A-gold approach. (A, B, C) t=30
mm, gold particles revealing FITC antigenic sites are associated with microvilli
(mv), endosomal compartments (e) and Golgi apparatus (G). No labeling is present
over mitochondria (M). Bars = 0.25 .irn.
figure 7: Electron microscopy. Tmmunocytochemical detection of lipase-fITC in the
duodenal tissue using the anti-FITC/protein A-gold approach. At time point t=30
mm, gold labeling is present over the Golgi apparatus (G) and associated with the
basolateral membrane (bim). No labeling is present over mitochondria (M). Bar =
0.25 m.
figure 8: Electron microscopy. Immunocytochemical detection of amylase-fITC
(A) and lipase-fITC (B) in the duodenal tissue at t60 min.; anti-FITC / protein A
gold. The labelings are present in the interstitial tissue (II) as well as in endothelial
plasmalemmal vesicles (y) and blood capillary lumina (CL). Bars = 0.25 tm
Figure 9: Amylase-FITC (A) and lipase-fITC (B) experiments. Densities of labeling
obtained with the anti-fITC antibody over different cellular compartments ofthe rat
enterocytes. Densities of labeling are expressed as mean values of gold
particules/im2 ± SEM. Columns going from white to black correspond to O minutes,
5 minutes, 15 minutes. 30 minutes, and 60 minutes respectively. microvilli (mv),
endosomal compartment (endo), Golgi apparatus (G), basolateral membrane (bim)
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and mitochondria (m). * indicates values signfficantly different from time point 0; t
indicates values significantly different from time point 5; ° indicates values
significantly different from time point 15 (Student t test, p < 0.01).
Figure 10: Immunoblot detection ofamylase-FITC (A and B) and lipase-FITC (C) in
semm sampled 60 minutes afier insertion ofthe enzymes-FITC solutions. (A)
Amylase detection using the anti-amylase antibody. Iwo hands at MW=54 kDa and
MW=56 kDa were revealed. (B) FITC detection using the anti-FITC antibody afier
stripping ofthe previous membrane (A) shows a single band corresponding to the
higher molecular weight (MW=56 kDa) amylase band. (C) FlIC detection using the
anti-FITC antihody on serum of lipase-FlIC experiment. Three bands of molecular
weights close to those of lipase (MW=46 kDa) were obtained.
Figure 11: Enzymes activities of serum samples from duodenal insertion
experiments. (A) Arnylase-FlIC experirnent. (B) Lipase-FTTC experiment.
Activities in serum increase with time. Activities for both amylase and lipase at all
time points differ significantly from time point O (Student t test, p <0.01). Lipase
activity in serum increases more significantly than the amylase one. * indicates
values significantly different from time point 0; t indicates values significantly
different from time point 5 (Student t test, p <0.01).
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DISCUSSION
1. Discussion généraie des résultats
L’article présenté regroupe l’ensemble des résultats obtenus dans mon projet
de maîtrise et démontre 1’ internalisation de 1’ amylase et de la lipase pancréatiques
par la muqueuse intestinale comme route d’accès de ces enzymes vers la circulation
sanguine. Plusieurs voies d’accès ont été proposées pour expliquer la présence de
l’amylase et de la lipase pancréatiques dans le sang dont la sécrétion endocrine du
pancréas exocrine, la voie duodénale et la voie de la fuite du canal pancréatique. Il
demeure pourtant que l’hypothèse la plus prisée veut que l’augmentation des taux
sanguins des enzymes pancréatiques soit due à un déversement des grains de
zymogènes à la membrane basolatérale des cellules acineuses et donc l’existence
d’une sécrétion endocrine du pancréas exocrine (Isenman et ai, 1999). La littérature
reste néanmoins dépourvue de démonstrations valables pour justifier l’existence de
ces différentes voies. Nous n’avons pas écarté la possibilité d’une voie endocrine du
pancréas exocrine ou de la fuite du canal pancréatique mais nous avons été en
mesure de démontrer l’existence de la voie duodénale qui semble relativement
efficace dans le transport des protéines pancréatiques de la lumière duodénale vers la
circulation sanguine.
En premier lieu, une corrélation entre l’état de nutrition des animaux et la
présence duodénale et sanguine de l’amylase et de la lipase pancréatiques a été
démontrée. Nous avons établi que les activités enzymatiques sanguines élevées chez
les rats nourris (Schneyer et Schneyer 1960, Isenman et ai, 1999) sont reliées à une
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présence duodénale accrue. Ainsi chez les rats nourris, il y a présence des enzymes
pancréatiques dans les cellules absorbantes de la muqueuse duodénale se situant à
l’extrémité des villosités. Ces observations préliminaires supportent l’hypothèse que
la muqueuse intestinale semble être capable d’intemaliser l’amylase et la lipase
pancréatiques à partir de la lumière.
Les expériences portant sur des rats dont la sécrétion pancréatique a été
stimulée secondent ces premières observations. De manière générale, la réponse à la
stimulation du pancréas exocrine par les sécrétagogues est biphasique (Adler et ai,
1983, Scheele et ai, 1927). La phase sous stimulation sousmaximale à maximale par
les sécrétagogues a pour réponse une activation de la sécrétion apicale des cellules
acineuses ($cheele et aÏ, 1987). La seconde phase, sous stimulation supramaximale,
engendre une réponse sousmaximale de la sécrétion pancréatique apicale, génère
ainsi un volume moins important de jus pancréatique et est caractérisée par un
déversement des enzymes du côté basolatéral vers la circulation sanguine (Adier et
aÏ, 1983, Scheele et ai, 1987, Gaisano et aÏ, 2001, 2004). Dans le cadre de notre
étude, une injection de doses supramaximales de carbachol modifierait les valeurs
d’activités enzymatiques sanguines chez nos rats étant donné la sécrétion
basolatérale des enzymes dans le sang. Nous avons ainsi utilisé une dose de 1 2mg/kg
de carbachol pour créer une stimulation maximale (Bendayan et ai, 1985). Cette
stimulation a permis de maximiser la sécrétion apicale des cellules acineuses,
d’obtenir un volume important de jus pancréatique dans la lumière duodénale et
ainsi faciliter l’évaluation de l’intemalisation de l’amylase et de la lipase
pancréatiques. Afin de s’assurer de la validité de nos conditions expérimentales,
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nous avons examiné du tissu pancréatique en microscopie optique et électronique
prélevé 15 minutes après stimulation avec le carbachol. L’ensemble de ces
observations morphologiques (Figure 3) montre une morphologie semblable à celle
obtenue pour des rats nourris (Bendayan et aÏ, 1985) et ne comporte aucune trace de
modifications cellulaires associées à une stimulation supramaximale décrites par
Adler (Adier et ai, 1983).
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FIGuRE 3: Cellules acineuses de rats sacrifiés 15 minutes après stimulation de la
sécrétion pancréatique par le carbachol (12 mg / kg). Cette figure présente les grains de
zymogènes (gz) à la proximité de la lumière acineuse (L). La lumière acineuse est
remplie du produit de sécrétion des cellules environnantes. On remarque la morphologie
intacte du tissu. (G) appareil de Golgi, (M) mitochondrie, (N) le noyau et (cca) cellule
centro-acineuse.
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Les observations en microscopie optique effectuées sur les tissus duodénaux
de rats injectés avec une dose maximale de carbachol révèlent une présence accrue
des enzymes dans la muqueuse duodénale en comparaison avec les rats nourris.
L’augmentation des enzymes dans la muqueuse duodénale est associée à
l’augmentation du niveau de l’activité enzymatique de l’amylase et de la lipase dans
la circulation sanguine.
L’injection dans la lumière duodénale des enzymes étiquetées au fITC
permet de suivre la progression en microscopie des enzymes dans la muqueuse. La
progression des enzymes se fait du niveau apical vers le niveau basolatéral des
cellules. 5 minutes après l’injection des solutions, les enzymes sont associées avec la
bordure en brosse des cellules; à 15 minutes, les enzymes se retrouvent à l’intérieur
des cellules au niveau apical. Il faut 30 à 60 minutes avant que les enzymes soient
observées dans la partie basolatérale des entérocytes et au niveau du tissu conjonctif.
Par l’entremise de la microscopie électronique nous avons été en mesure d’identifier
les composantes cellulaires impliquées dans ce transport des enzymes du côté apical
au pôle basolatéral des entérocytes. La morphologie intacte des jonctions serrées,
l’absence des enzymes dans l’espace à proximité des jonctions serrées et au niveau
de ces dernières écartent le passage paracellulaire comme voie d’internalisation.
D’autre part, la présence des enzymes au niveau des endosomes en formation et des
compartiments endosomaux démontre un passage transcellulaire par endocytose
décrit au préalable par différents groupes pour un ensemble d’autres protéines
(Bockman et Winborn, 1966, Comell et ai, 1971, Walker et ai, 1972, Barbour et
Hopwood, 1983, Bendayan et ai, 1990, 1994, Bruneau et ai, 1998, 2001, 2003a).
80
L’amylase et la lipase pancréatiques se retrouvent par la suite au niveau de l’appareil
de Golgi comme observé pour la ferritine, la BSDL et l’insuline (Bockman et
Winborn, 1966, Bendayan et ai, 1990, 1994. Bruneau et ai. 1998, 2001, 2003a). Par
la suite, le passage au travers la membrane basolatérale permet à l’amylase et à la
lipase de se retrouver dans l’espace interstitiel et de rejoindre les cellules
endothéliales bordant les capillaires sanguins. Ce phénomène est aussi observé pour
l’insuline et la BSDL (Bendayan et ai, 1990, 1994, Bruneau et aï, 1998, 2001,
2003a). Enfin, la présence du marquage dans les vésicules des cellules endothéliales
et dans la lumière capillaire observée en microscopie électronique corrobore
l’augmentation des activités enzymatiques sériques et la présence des enzymes-flIC
dans la circulation sanguine.
Ainsi, ces différentes expériences permettent d’établir la participation de la
voie duodénale dans l’apport d’amylase et de lipase pancréatiques dans la circulation
sanguine. Ces enzymes pénètrent la muqueuse intestinale par voie endocytotique.
passent par l’appareil de Golgi pour atteindre la membrane basolatérale et
parviennent finalement à la circulation sanguine où elles conservent leur activité
enzymatique.
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2. Un clin d’oeil à l’endocytose spécifique
L’ensemble des observations sur les animaux nourris, les animaux injectés au
carbachol et les animaux ayant subi une insertion intraduodénale des enzymes-fITC
a soulevé une multitude de questions. Dans un premier lieu, la variabilité de la
capacité d’absorption des cellules entérocytaires principalement illustrée dans les
expériences de stimulation pancréatique soulève une d’hétérogénéité des cellules de
la muqueuse intestinale. On observe, principalement dans les résultats obtenus pour
les expériences au carbachol, des cellules marquées plus fortement que leurs
voisines. Ceci semble proposer une capacité accrue de certaines cellules
entérocytaires à I’ intemalisation des enzymes et propose donc une hétérogénéité de
celles-ci.
De manière générale, une hétérogénéité protéique est présente dans
l’ensemble des cellules entérocytaires. L’axe crypte-villosité illustre une
hétérogénéité de ces cellules absorbantes (Pageot et ai, 2000). En effet, les cellules
souches, présentes dans les cryptes, expriment un ensemble de gènes bien différents
des cellules en prolifération, de cellules en différentiation, des cellules matures ainsi
que des celles en apoptose à l’extrémité des villosités (Pageot et aÏ, 2000). Cette
hétérogénéité le long de l’axe crypte-villosité rappel le profile d’absorption observé
pour les cellules mis en présence des enzymes-fITC. Le profile d’absorption
décroissant de l’extrémité de la villosité à la crypte pourrait être expliqué par le
niveau de maturité des cellules absorbantes ou encore par la disponibilité des
enzymes-fITC le long de cet axe.
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Autre l’hétérogénéité des cellules entérocytaires le long de l’axe crypte-
villosité liée au stade de vie de celles-ci, il existe des évidences d’hétérogénéité des
cellules sous forme de mosaïque (Beers Van et ai, 1998). La carbamoyl phosphate
synthase I est une enzyme codée par l’ADN nucléaire localisée dans les
mitochondries (Beers Van et aÏ, 1998). Cette protéine est présente dans certaines
cellules entérocytaires duodénales humaines et de rats adultes formant ainsi une
mosaïque (Beers Van et ai, 1998). La présence alternative de la protéine dans les
entérocytes est reliée, non pas à la présence de son ARNm dans ces cellules, mais à
la présence de la protéine même (Beers Van et ai, 1998). Ainsi, un mécanisme post
transiationnel serait responsable du profil de mosaïque observé pour cette protéine
dans la population d’entérocytes de la muqueuse intestinale (Beers Van et ai, 199$).
D’autres études publiées dans les années 90 ont démontré un profile similaire pour la
lactase dans les cellules entérocytaires humaines, de rats et de lapins (Maim et ai,
1991, 1992, 1994). Dans le cas de lactase, l’hétérogénéité observée dans la
population de cellules provient de l’expression même du gène contrairement à la
carbamoyl phosphate synthase I où il s’agit de régulations post-translationelles
(Mairu et ai, 1991, 1992, 1994). La présence d’un profile d’absorption des cellules
entérocytaires en mosaïque pour l’internalisation de l’amylase et de la lipase dans la
muqueuse intestinale peut être expliquée par une hétérogénéité de l’expression de
gènes ou de protéines par les entérocytes permettant à certaines cellules une
absorption plus efficace des enzymes.
La voie endocytotique observée dans I’internalisation de l’amylase et de la
lipase pancréatiques est une voie qui peut être de caractère spécifique ou non-
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spécifique. Alors que Ï’endocytose non-spécifique implique une simple absorption
du milieu extracellulaire environnant la membrane au moment de l’événement
d’endocytose, l’endocytose spécifique implique la présence d’un récepteur à la
membrane. Ce récepteur permet de lier une molécule particulière et d’en faire
Ï’internalisation spécifique. Ainsi, le niveau d’intemalisation de cette molécule serait
proportionnel aux quantités de son récepteur sur la membrane. L’endocytose
spécifique pourrait expliquer les observations d’hétérogénéité des cellules
absorbantes dans quel cas une présence inégale de récepteurs pour nos enzymes à la
membrane apicale serait observée.
L’intemalisation de la BSDL par les entérocytes est dépendante d’un
récepteur (Bruneau et ai, 2003b). Similairement, un article publié par fait et ai, en
2001 propose que la lipase pancréatique possèderait un récepteur au niveau de la
muqueuse intestinale (Fait et ai, 2001). Selon les auteurs, ce récepteur permettrait de
lier la lipase pancréatique pour favoriser l’absorption de ses produits de digestion
(FaIt et ai, 2001). Bien que le récepteur ne soit pas caractérisé, les auteurs proposent
que ce récepteur possèderait une structure semblable à celle de l’héparine (Fait et aï,
2001). Ce domaine héparine est reconnu pour lier la lipoprotéine lipase avec une
grande affinité (Fait et aï, 2001). La lipoprotéine lipase et la lipase pancréatique
possèdent des structures tridimensionnelles très semblables et ce particulièrement
dans la partie catalytique ce qui expliquerait la capacité du domaine héparine à lier la
lipase pancréatique (Tietz et Shuey, 1993, Fait et aï, 2001). Cette observation est
intéressante dans la mesure où le domaine héparine a initialement été envisagé
comme récepteur potentiel pour lier la BSDL et permettre son internalisation
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(Bruneau et ai, 2003b). Ce domaine héparine s’est révélé insignifiant dans le
mécanisme d’intemalisation de la BSDL mais étant donné son affinité à la
lipoprotéine lipase, il demeure un candidat intéressant pour l’intemalisation de la
lipase pancréatique. Une présence irrégulière de récepteurs pour l’amylase et la
lipase pancréatiques à la membrane expliquerait ainsi le motif d’absorption illustré
dans les expériences de stimulation au carbachol.
85
3. L’implication de l’appareil de Golgi dans la transcytose
Le passage par l’appareil de Golgi dans la transcytose de macromolécules du
pôle apical au pôle basolatéral des entérocytes a été observé pour la ferritine
(Bockman et Winbom, 1966), l’insuline (Bendayan et ai, 1990, 1994) et la B$DL
(Bruneau et ai, 2001). L’intervention de l’appareil de Golgi dans la transcytose de
ces macromolécules la distingue d’une transcytose typique. De manière générale, la
transcytose implique un simple transport vésiculaire d’une membrane à l’autre et ne
requiert pas le passage par l’appareil de Golgi. Or, il semble qu’il y ait des évidences
croissantes pour l’intervention de l’appareil de Golgi dans la transcytose de certaines
macromolécules dans différents tissus (Bockman et Winbom, 1966, Bendayan et ai,
1990, 1994, Ollivier-Bousquet, 1998, Bmneau et ai, 2001, Butowt et von Bartheld,
2001). Il n’en demeure pas moins que son implication reste à être précisée.
L’intervention de l’appareil de Golgi dans la transcytose de l’amylase et de la lipase
pancréatiques dans les entérocytes de la muqueuse duodénale pourrait permettre
l’orientation vers la membrane basolatérale des enzymes recueillies dans la lumière
intestinale ou encore leur modification.
Les modifications susceptibles d’être apportées aux enzymes par le Golgi
sont des glycosylations. De manière générale, la glycosylation est un phénomène qui
intervient lors de la synthèse des protéines possédant un ou plusieurs sites (Asn-X
Ser ou Asn-X-Thr) à cet effet (Imperiali, 1997). Ainsi l’ensemble des protéines
possédant des sites susceptibles d’être glycosylés sont des glycoprotéines. Or
l’amylase (Doyon et ai, 2002) et la lipase (Panteghini, 1992, Tietz et $huey, 1993)
pancréatiques sont en faits deux glycoprotéines.
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L’Œ-amylase pancréatique possède 2 sites de glycosylation fortement
conservés d’une espèce à l’autre dans son domaine-C, un domaine de la protéine
localisé en C-terminal dont la fonction est toujours inconnue (Rydberg et ai, 1999,
Doyon et aÏ, 2002). Lors de la transfection du gène de l’amylase pancréatique de rat
dans des cellules hypophysaires, Doyon et al ont démontré que l’amylase
glycosylée représente 2% du total d’amylase exprimée par ces cellules (Doyon et ai,
2002). Étant donné la rareté de l’événement de glycosylation de l’amylase
pancréatique (Doyon et aÏ, 2002), la conservation des sites de glycosylation dans le
domaine C de l’amylase entre espèces est une chose étrange. Or, II semble que
l’amylase pancréatique, retrouvée dans la circulation sanguine de plusieurs espèces,
provient en partie de la transcytose de cette enzyme à partir de la lumière duodénale,
du moins chez le rat. Ce passage par la muqueuse impliquant un passage par
l’appareil de Golgi des cellules entérocytaires pourrait donner une raison d’être à ces
sites de glycosylation et à leur conservation à travers les espèces. Il serait ainsi
intéressant d’étudier d’avantage l’intervention de l’appareil de Golgi des cellules
entérocytaires au niveau des sites de glycosylation de l’amylase.
La lipase pancréatique est présente sous deux formes (b et e) dans le sang
d’individus sains et sous trois formes (a, b et c) dans le sang de patients atteints de
pancréatite aigue (Panteghini, 1992). Les formes a et b retrouvées dans le sang de
patients atteins de pancréatite aigue sont également présentes dans des homogénats
de pancréas (Panteghini, 1992). Or, lors d’une pancréatite aigue, l’amylase et la
lipase pancréatiques sanguines sont le résultat d’un déversement direct de ces
enzymes dans la circulation sanguine (Papp et aÏ, 1971, Gaisano, 2000, Takacs et aï,
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2001). Ainsi chez les patients atteints de cette pathologie, les formes a et b de la
lipase pancréatique présentes dans les homogénats pourraient atteindre le sang grâce
au déversement direct de celles-ci dans la circulation sanguine. D’un autre côté, la
forme e de la lipase pancréatique trouvée naturellement dans la circulation sanguine
de sujets sains est absente d’homogénats de pancréas (Panteghini, 1992).
Considérant l’absence de données dans la littérature indiquant une autre source de
lipase pancréatique, il est peu probable que la forme c sanguine ait une autre origine
que le pancréas. Ainsi, des modifications apportées ultérieurement à sa sécrétion par
le pancréas pourraient expliquer la présence de la forme e dans le sang. Ainsi
l’appareil de Golgi des cellules entérocytaires pourrait être impliqué dans
l’apparition de cette forme c de la lipase pancréatique dans la circulation sanguine de
sujets sains.
Le passage par l’appareil de Golgi dans la transcytose est un phénomène
également observé dans les cellules épithéliales mammaires et les cellules
ganglionnaires de la rétine (Ollivier-Bousquet, 199$, Butowt et von Bartheld, 2001).
Dans des travaux effectués en 1998, Ollivier-Bousquet démontre que la transferrine
et la prolactine lient leur récepteur respectif à la membrane basolatérale des cellules
épithéliales mammaires et que ces deux protéines sont dirigées vers la membrane
apicale de ces cellules en passant par l’appareil de Golgi (Ollivier-Bousquet, 199$).
Dans ce même article, toujours dans les cellules épithéliales mammaires, à l’aide de
marqueurs membranaires apicaux et basolatéraux, l’auteur illustre que la transcytose
de la membrane basolatérale à apicale contrairement à la transcytose de la membrane
8$
apicale à basolatérale implique un passage par l’appareil de Golgi (Ollivier
Bousquet, 199$).
En 2001, des travaux sur le transport de la neurotrophine-3 démontrent que
celle-ci est intemalisée au niveau du corps cellulaire des cellules ganglionnaires de
la rétine (Butowt et von Bartheld, 2001). Suite à son intemalisation, la
neurotrophine-3 emprunte deux voies cellulaires distinctes (Butowt et von Bartheld,
2001). La première est une voie lysosomale qui engendre la dégradation de la
neurotrophine et est fort probablement une voie empruntée par la majorité des
neurotrophines (Butowt et von Bartheld, 2001). La seconde voie, nouvellement
décrite, est une voie Golgienne qui implique l’intemalisation de la neurotrophine-3
au niveau du corps cellulaire, de son passage par l’appareil de Golgi, s’ensuit un
transport antérograde de la neurotrophine-3 vers la fente synaptique qui permet ainsi
son recyclage (Butowt et von Bartheld, 2001).
L’appareil de Golgi des cellules entérocytaires est une organelle de plus en
plus ciblée comme un site additionnel au réticulum endoplasmique dans
l’assemblage des lipoprotéines (Levy et aÏ, 2002). Une MTP (protéine microsomale
de transfert des triglycérides) fonctionnelle ainsi que l’apolipoprotéine 3, toutes
deux impliquées dans la formation des chylomicrons dans les entérocytes, ont été
identifiées en colocalisation au niveau de l’appareil de Golgi (Levy et ai, 2002).
Ainsi cette colocalisation dans le Golgi suggère que ce dernier est fort probablement
impliqué dans l’assemblage ou la maturation des lipoprotéines riches en triglycérides
(Levy et ai, 2002). Or, la BSDL internalisée par la muqueuse intestinale est associée
dans le sang aux lipoprotéines dont les chylomicrons (Bruneau et ai, 2003a). Il est
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envisageable que l’association de la BSDL avec les lipoprotéines riches en
triglycérides se fasse au niveau de l’appareil de Golgi des cellules intestinales étant
donné l’implication apparente de celui-ci dans la synthèse de ces lipoprotéines et de
la présence de cette lipase dans l’organelle (Bruneau et ai, 2003a). Une fois dans la
circulation en association avec les chylomicrons, la BSDL pourrait ainsi se retrouver
en association avec les VLDLs et les LDLs suite aux modifications apportées aux
chylomicrons pour en faire des VLDLs et des LDLs (Bruneau et ai, 2003a). La
lipase pancréatique étant structurellement très semblable à la lipoprotéine lipase
(Tietz et Shuey, 1993) et étant intemalisée comme la BSDL par la muqueuse
intestinale pourrait être une seconde candidate dans l’association aux
apolipoprotéines au niveau du Golgi des entérocytes de la muqueuse intestinale.
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4. Fonction et stabilité des enzymes dans la circulation sanguine
Suite à leur passage dans l’appareil de Golgi et à leur sécrétion au niveau
basolatéral de la cellule entérocytaire. l’amylase et la lipase pancréatiques se
retrouvent dans le tissu interstitiel et gagnent la circulation sanguine via un transport
vésiculaire dans les cellules endothéliales qui bordent les capillaires sanguins. Bien
que leur présence soit considérée normale dans la circulation, la possibilité que ces
enzymes possèdent toujours leur fonction demeure très débattue. Or, des études ont
montré que l’amylase pancréatique sanguine se trouve liée à l’albumine (McGeachin
et Lewis, 1959, DreiÏing et aï, 1963) et à la y-globuline (Ujihira et ai, 1965) alors
que la lipase pancréatique dans le sérum a été identifiée en association avec l’Œ
globuline et la y-globuline (Tietz et Shuey, 1993). Ces associations des enzymes
digestives avec des protéines sanguines pourraient offrir une protection au milieu
contre leur activité enzymatique.
Pour ainsi dire, l’amylase et la lipase pancréatiques sont des constituantes
normales du sang dont les concentrations sanguines varient selon l’état d’activité du
tissu d’origine et qui se trouvent en association avec des protéines sanguines leur
conférant une certaine stabilité dans ce tissu.
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5. Avenues futures, la Cpn6O
Différents articles de Bruneau et aï portant sur l’intemalisation et la
transcytose de la BSDL ont énoncé l’importance d’une chaperonne dans l’initiation
de ce mécanisme (Bruneau et ai, 199$, 2000a. b). Cette chaperonne, la Grp94
(glucose-reguïated protein 94kDa), est synthétisée au niveau du pancréas (Nganga et
ai, 2000). Dans le réticulum endoplasmique rugueux des cellules acineuses, cette
chaperonne effectue un contrôle de qualité sur la synthèse de protéines et
principalement sur la synthèse, les modifications post-traductionnelles et la sécrétion
de la BSDL (Nganga et ai, 2000, Le Petit-Thevenin et ai, 2001). Ainsi, la Grp94 est
associée à la BSDL du réticulum endoplasmique rugueux à l’appareil de Golgi, se
retrouve dans les grains de sécrétion avec la BSDL et est sécrétée sous forme du
complexe Grp94-BSDL (Bruneau et ai, 1998, 2000a). Le complexe Grp94-B$DL
atteint ainsi la lumière duodénale et est par la suite associé aux microvillosités et aux
compartiments endosomaux (Bruneau et ai, 199$, 2000a, b). Suite à la dissociation
du complexe 0rp94-BSDL dans les endosomes, la BSDL est libre de rejoindre la
membrane basolatérale (Bruneau et ai, 199$, 2000a, b). Ainsi, l’association
prolongée de la BSDL avec sa chaperonne dans la lumière intestinale, au niveau de
la bordure en brosse et dans les endosomes a soulevé la possibilité que la Grp94 non
seulement assure la bonne synthèse et la sécrétion de la BSDL mais la protège de
dégradations dans la lumière duodénale en plus de faciliter son intemalisation par la
muqueuse (Bruneau et ai, 2000b).
La chaperonine 60 (Cpn6O) est une autre chaperonne retrouvée dans la voie
de sécrétion des cellules acineuses (Arias et ai, 1994, Velez-Granell et ai, 1994, Le
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Gali et Bendayan, 1996). Elle est présente en concentrations croissantes dans le
réticulum endoplasmique rugueux, dans l’appareil de Golgi et dans les granules de
sécrétion pour se retrouver finalement dans la lumière acineuse (Velez-Granell et aï.
1994). La Cpn6O, tout comme la Grp94, est associée à des protéines pancréatiques et
plus particulièrement à l’amylase et la lipase dans ces différentes organelles (Le Gail
et Bendayan, 1996). Elle pourrait ainsi, comme la Grp94, assurer la bonne synthèse
et la sécrétion de l’amylase et de la lipase pancréatiques au niveau de la cellule
acineuse (Le Gali et Bendayan, 1996). De plus, la Cpn6O identifiée au niveau des
microvillosités et des compartiments endosomaux des cellules absorbantes (Bruneau
et ai, 2000b) pourrait assurer la protection de l’amylase et la lipase pancréatiques et
favoriser leur intemalisation par la muqueuse intestinale avant de se dissocier de ces
enzymes digestives et permettre leur progression à l’appareil de Golgi et à la
membrane basolatérale.
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6. Conclusion
Les différentes expériences effectuées lors de ce travail ont permis d’établir
l’existence d’une voie de passage de l’amylase et de la lipase du tissu pancréatique
vers la circulation sanguine. Cette voie transcellulaire impliquant les endosomes,
l’appareil de Golgi et la sécrétion au niveau basolatéral des entérocytes permet la
transiocation de deux enzymes actives de la lumière duodénale au sang. Bien que
l’identification de cette voie intestinale n’enlève en rien la possibilité de l’existence
des autres voies décrites, l’ampleur des variations des activités sanguines de
l’amylase et de la lipase pancréatiques dans ces diverses expériences démontre que
se passage intestinal des enzymes est d’importance physiologique. Ainsi, une
panoplie de questions soulevées par la description de la voie d’intemalisation de
l’amylase et de la lipase pancréatiques reste à être adressée.
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